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I. Uber die Gewinnung von Haminderivaten durch 
Brenzreaktionen. 


3. Mitteilung. 


1, Ein neues Verfahren zur Decarboxylierung von Porphyrinen 

und Eisenporphyratinen; Darstellung von Atiopyroporphyrin 

und Atiomesoporphyrin. Darstellung von Atioporphyrinen aus 
Hamin nach dem Paraffin—Phenol—Oxalsaure-Verfahren. 


2. Ein neues Verfahren zur Umwandlung von Hamin 
in Pyroporphyrin. 
38. Der Abbau von Hamatoporphyrin—Nencki, Haimaterinsaure, 
Uroporphyrin, Dimethoxyhamindimethylester und Hamatohamin 
durch Resorcin, von Hamin durch Oxyhydrochinon. 


II. Bakteriochemische Darstellung von Kopratoporphyrin. 
Von 
0. Schumm. 


Mit 4 Figuren auf Tafel I und II. 





(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Hamburgischen Universitat, 
Eppendorfer Krankenhaus.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. Oktober 1928.) 


I. 


Die Darstellung eines carboxylfreien Porphyrins ist zu- 
erst von R. Willstatter und Max Fischer durch- 
gefiihrt worden.'!) Ks gelang ihnen, aus Chlorophyll—Por- 
phyrinen und deren komplexen Magnesiumverbindungen, den 
Phyllinen, durch kurzes Erhitzen kleiner Mengen Substanz 
mit Natronkalk im Reagenzglas die carboxylfreien Stamm- 
kérper, Atioporphyrin und Atiophyllin, zu gewinnen. Ebenso 
erhielten sie aus Himoporphyrin ein carboxylfreies Porphyrin. 


') Liebigs. Ann. der Chem. Bd. 400, S. 182 (1913). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXI. 10 
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Eine Schwierigkeit obiger Natronkalkmethode besteht nach 
R. Willstatter uud M. Fischer hinsichtlich der zu wih- 
lenden Temperatur, da das Reaktionsprodukt schon unter 
seiner Bildungstemperatur zersetzlich sei.') Die Ausbeute war 
deshalb nur gering. Hans Fischer und Mitarbeiter bedienten 
sich eines abgeiinderten Verfahrens, indem sie das Ausgangs- 
material ohne Natronkalk im Vakuum schnell auf hohe Tem- 
peratur erhitzten. Sie gewannen so ein Atioporphyrin aus 
Hiimatoporphyrin—Nencki, Mesoporphyrin und Uroporphyrin, 
teilweise allerdings in recht geringer Ausbeute.?) 

Ich habe kiirzlich ein Verfahren aufgefunden, nach dem 
man sowohl bestimmte freie Porphyrine, als auch deren 
Eisenkomplexverbindungen in verhiltnisméBig einfacher 
Weise decarboxylieren kann. 


Man schwemmt die Substanzen in fliissigem Paraffin auf 


(Paraffin. liquid. D. A. 6) und erhitzt die Gemische lingere Zeit 
auf etwa 840—360°. Die Reaktion lieB sich sowohl am 
Mesoporphyrin und Pyroporphyrin*), als auch am Pyratin‘), 
Hiimin und Mesohimin durchfiihren. Aus Mesoporphyrin und 
Pyroporphyrin®) entstehen dabei ohne weiteres Atioporphyrine. 


1) a. o. O., S. 183. 

*) Diese Zs. Bd. 142, S. 120 (1925) und Bd. 140, S. 223 (1924). — 
Mesophyllin ergab 10°/, Atioporphyrin, die Magnesiumverbinduug des 
Himatoporphyrin-Nencki ungefahr 2°/, Atioporphyrin, die Magnesium- 
verbindung von Uroporphyrin (bei der Verarbeitung von 5 g Uropor- 
phyrin) nur ungefihr 0,4°/, reines Atioporphyrin. 

8) Pyroporphyrin = C,,H,,.N,O,, in der elementaren Zusammen. 
setzung, den spektrochemischen Reaktionen und der Krystallform und 
F.P. des Methylesters mit dem natiirlichen Kopratoporphyrin iiberein- 
stimmend, vgl. diese Zs. Bd. 178, S. 1, 1928. 

*) Pyratin ist die Eisenkomplexverbindung des Pyroporpbhyrins. 

°) DaB Pyroporphyrin dabei zu Atiopyroporphyrin decarboxyliert 
wird, konnte bereits in der vorigen Mitteilung mit ziemlicher Sicherheit 
angegeben werden (Bd. 178, S. 3 (1928). H. Fischer hat nach seinem 
Verfahren aus Deuteroporphyrin kiirzlich ebenfalls ein Atioporphyrin 
(mit einem Stickstoffgehalt von 13,55 °/,), freilich nur in sehr geringer 
Ausbeute (rund 1 °/,) gewinnen kénnen [vg]. Annalen der Chemie, Bd. 466, 
S. 207 (1928)]. 
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Die aus Pyratin, Himin und Mesohimin entstehenden Kérper 
habe ich nicht unmittelbar, sondern erst nach Abspaltung des 
Eisens untersucht. Zur Enteisenung benutzte ich entweder 
die von Papendieck und Bonath’) angegebene Hydrazin— 
Kisessig-Methode oder das kiirzlich von mir beschriebene Phenol- 
Oxalsiureverfahren.*) Aus Pyratin und Mesohimin wurden 
so Atioporphyrine erhalten, die nach dem Ergebnis der Ana- 
lyse als das decarboxylierte Pyroporphyrin (Atiopyropor- 
phyrin) bzw. Atiomesoporphyrin angesehen werden diirfen. 
Das nach demselben Verfahren aus Himin (bei 1 bis 2 Stunden 
langem Erhitzen in Paraffin auf 350 bis 360°) gewonnene 
Produkt hat nach dem Enteisenen die Eigenschaften derjenigen 
Priparate Atioporphyrin, die von R. Willstatter, sowie 
H. Fischer beschrieben worden sind. Das gilt nicht nur fiir 
die spektrometrischen Werte, sondern auch fir die elementare 
Zusammensetzung (s. d. Tabelle). Wegen der Krystallform vgl. 
man Fig. 3 auf Tafel I]. Der Stickstoffgehalt liegt ebenso wie 
bei den Praparaten von R. Willstatter und H. Fischer meistens 

















Nach Verfs. Verfahren aus 





Von Hans 














| : Von Han 
oe Nach dem /Von R. Will- ° 
~~ tn a Paraffinver- | statter und t ischer = one und 
eee fahren aus | M. Fischer’) J. Hilger‘) Richard 
Paraffin- | Anthrazen- Mesoporpby- aus Atiophyl- aus Uropor- Miller’) aus 
verfahren,  verfahren, | yin darge- |lin dargestell- phyrin dar- | Himatopor- 
Kuteisenung | Enteisenung |stelltes, Atio-| tes Atio- gestelltes |phyrin darge- 
wit Phenol- mit Phenol-} porphyrin“ | porphyrin Atio- stelltes Atio- 
Oxalsiiure  Oxalsiure a porphyrin — _ porphyrin 
N | N N N N N 
\2,01—12,09 | 11,67—12,18 Ja) umkrystall.| 11,96 12,18 | 11,98—12,28 
11,91—12,02 
b) durch 
H,SO, gerei- 
nigt und 
krystall. 11,77 








') Diese Zs. Bd. 144, S. 60 (1925). 


*) a. a. O., S. 12. 





*) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 400, S. 182 (1913), 
*) Diese Zs. Bd. 140, S. 223 (1924). 


*) Diese Zs. Bd. 142, 8. 120 (1925). 
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ein wenig tiber dem des Atiomesoporphyrins (C,,H,,N,), der 
11,71°/, betragt. Das gleiche gilt fiir das nach dem Paraffin- 
verfahren aus Mesoporphyrin gewonnene und in der gleichen 
Weise durch Umkrystallisieren gereinigte A tioporphyrin(N-Gehalt 
11,91—12,02°/,, s. Tabelle). Dagegen zeigte das nach dem 
Paraffinverfahren aus Mesoporphyrin gewonnene Atioporphyrin, 
wenn es nach dem Schwefelsiureverfahren gereinigt 
war (s. u. S. 152), den fir Atiomesoporphyrin berechneten 
Stickstoffgehalt (s, Tabelle u. S. 156). Die Ahnlichkeit zwischen 
dem aus Himin nach dem beschriebenen Verfahren gewonnenen 
Atioporphyrin und Atiomesoporphyrin ist so groB, daB kaum 
ein Unterschied in ihrer Zusammensetzung bestehen kann. 
Eine starke Abweichung im N-Gehalt hat das Atiopyroporphyrin 
(s. S. 152), dem obiges aus Hiimin gewonnene Atioporphyrin 
demnach nicht sehr nahe stehen kann. 

_ Sollte sich das nach dem neuen Verfahren aus Himin gewonnene 
,Atioporphyrin“ bei der weiteren Untersuchung als mit dem Atiomeso- 
porphyrin vollkommen identisch erweisen, so wire damit gesagt, dab 
auBer der Abspaltung der Carboxylgruppen auch Hydrierung der un- 
gesittigten Seitenketten erfolgt ist’), die dann trotz der hohen Versuchs- 
temperatur (350—360°) erhalten bleiben, wihrend sie sich unter der 
Einwirkung von Resorcin schon bei ungefiihr 190° als hinfillig erweisen. 

Andert man das beschriebene Decarboxylierungsverfahren 
in der Weise ab, daB man die Substanzen in Paraffin ein bis 
mehrere Stunden auf etwa 385—388° erhitzt (Siedepunkt des 
angewandten Paraffins), so erfolgt auBer der Decarboxylierung 
ein weiterer Abbau. Hamin geht dabei stufenweise in Koérper 
vom H.P.- Wert?) 547 (vermutlich Atiomesobiimin), 545 und 543°) 


') Fiir eine vollstiindige Absittigung der im Himin urspriinglich 
vorhandenen ungesiittigten Seitenketten spricht schon der ,,H. P.-Wert* 
des Produkts der Paraffinbehandlung: 547, also etwa gleich dem des 
Mesohiimins. Fehlen oder Vorhandensein der beiden Carboxylgruppen 
hat auf den H.P.-Wert nur sehr geringen EinfluB; Beispiel: Eisenkom- 
plexverbindungen yon Pyroporphyrin und Atiopyroporphyrin, ,,H. P.- 
Wert" 545 bezw. 544,6. Das gleiche gilt fiir das Spektrum itherischer 
Lésungen der eisenfreien Verbindungen, Beispiel: Mesoporphyrin Haupt- 
streifen I. 623,0, Atiomesoporphyrin 622,6. 

*) Vel. FuBnote 6 S. 150. 

5) Vgl. S. 153 u. 159. 
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iiber. Das Produkt mit dem H.P.-Wert 545 liefert beim Ent- 
eisenen nach dem Phenol-Oxalsiureverfahren ein schén krystal- 
lisierendes Atioporphyrin, das sowohl in den spektro- 
metrischen Werten als auch im Stickstoffgehalt voll- 
kommen mit dem Atiopyroporphorin (s. u. S, 152 u. 159) 
iibereinstimmt. Ich halte es demnach fiir ziemlich sicher, 
da8 das Paraffinverfahren am Himin je nach der angewandten 
Temperatur (340—360° oder etwa 385°) und Erhitzungsdauer 
auBer der Abspaltung der beiden Gruppen CO, entweder Ab- 
sittigung der ungesittigten Seitenketten oder ihre Abspaltung 
unter Bildung der Atiopyratinstruktur bewirkt. Zu dieser Auf- 
fassung stimmen die Ergebnisse von Versuchen, in denen Himin 
dem Paraffinverfahren bei Temperaturen unterworfen war, die 
von 350 bis 385° abgestuft waren. Der N-Gehalt der enteisenten 
krystallisierten Produkte lag zwischen 12 und 13,4°/,, ent- 
fernte sich also von dem des Atiomesoporphyrins unter gleich- 
zeitiger Anniherung an den des Atiopyroporphyrins um so 
mehr, je héher die Temperatur gewesen war. 

Himaterinsiure (= Protoporphyrin) und das Himatopor- 
phyrin-Nencki werden durch das Paraffinverfahren ebenfalls zu 
Atioporphyrinen abgebaut. Kocht man Himaterinsiure in 
Paraffin 1 bis 3 Stunden am RiickfluBkiihler, so erhalt man 
ein Gemisch von Abbaupropukten, deren eines in seinen spektro- 
metrischen Werten vollkommen mit Atiopyroporphyrin 
iibereinstimmt und vermutlich daraus besteht. Daneben ist 
ein spektroskopisch fast mit dem Ausgangsprodukt iiberein- 
stimmender Kérper vorhanden, endlich ein Zersetzungsprodukt, 
das einen starken Absorptionsstreifen im Rot auf ungefihr 
uu 644 hervorruft. Ahnlich wird durch stundenlanges 
Sieden in Paraffin auch das Hiimatoporphyrin-Nencki 
abgebaut. Abgesehen von dem durch den Absorptionsstreifen 
auf etwa pu 644 gekennzeichneten Zersetzungsprodukt ent- 
stehen zwei verschiedene Umwandlungsprodukte, deren eines 
sich spektroskopisch ungefahr wie Atiopyroporphyrin, das 
andere ahnlich wie Himaterinsiure verhalt. Aus dem Roh- 
produkt konnte in der S. 161 beschriebenen Weise erstens ein 
Atioporphyrin in krystallisierter Form abgeschieden werden, 
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das spektroskopisch mit Atiopyroporphyrin tibereinstimmt und 
méglicherweise daraus besteht, jedenfalls von Atiomeso- 
porphyrin verschieden ist; zweitens ein in Kalilauge un- 
léslicher, in Chloroform leicht léslicher Kérper, der in atherischer 
Lésung ein von dem der Himaterinsiiure (= Protoporphyrin) 
nur wenig abweichendes Spektrum gab und méglicherweise 
decarboxylierte Himaterinsaure oder doch ein ihr auBerst nahe- 
stehendes Atioporphyrin ist. Zweifellos liegt ein von Atio- 
mesoporphyrin und Atiopyroporphyrin stark verschiedenes 
Umwandlungsprodukt vor, das sich von der Himaterinsiure 
selbst dadurch unterscheidet, da’ es beim Schiitteln seiner 
Lésung in Chloroform mit gleichviel 25 °/,iger Salzsiure kaum 
in diese iibergeht. Ein spektroskopisch mit diesem anscheinend 
nahe oder ganz iibereinstimmendes Atioporphyrin ist bereits 
von H. Fischer und B. Pitzer beim Abbau von Protopor- 
phyrin als Nebenprodukt beobachtet worden. ?) 

Ob Mesoporphyrin bei stundenlangem Sieden in Paraffin auBer 
der Decarboxylierung noch eine andere Veriinderung an Seitenketten 
erleidet, ist noch nicht sicher entschieden. Atiomesoporphyrin erwies 
sich als recht widerstandsfihig. 

Das natiirliche Uroporphyrin und Koproporpbhyrin 
werden nach dem Paraffin-Verfahren zweifellos auch decarb- 
oxyliert. Bei einstiindigem Sieden in Paraffin bzw. I[stiin- 
digem Erhitzen darin auf 360° wurde aus beiden ein in Kali- 
lauge unléslicher, in Chloroform leicht léslicher K6rper er- 
halten, der im spektrochemischen Verhalten mit Atiomesopor- 
phyrin ziemlich genau iibereinstimmte (vgl. S. 158). In der zur 
Analyse erforderlichen Menge konnten diese beiden Produkte 
in krystallisierter Form noch nicht erhalten werden, da mir 
nicht geniigend Ausgangsmaterial zur Verfiigung stand. 

Begreiflicherweise entstehen auch bei dem Paraffinverfahren neben 
den ,,Atioporphyrinen“ bzw. ,,Atioporphyratinen“ groBe Mengen von Zer- 
setzungsprodukten. Es bietet aber den Vorteil, verhiltnismiBig leicht 


und sicher zum Ziele zu fihren, was fiir die bislang angewandten Ver- 
fahren offenbar nicht zutrifft.*) Bei Ausfiihrung des Erhitzens in 


') Diese Zs. Bd. 154, S. 43 (1926). 
*) Vgl. hierzu H. Fischer und R. Miiller, diese Zs. Bd. 142, 
S. 122 u. 132 (1925); ferner Annalen der Chemie Bd. 466, S. 207 (1923). 
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Glaskolben empfiehlt es sich freilich, nicht zu groBe Mengen in einem 
Kolben zu behandeln, da gelegentlich trotz aller Vorsicht ein Kolben zer- 
springt. GréBere Mengen verteile ich zur Einschriinkung der Feuersgefabr 
auf eine Anzahl '/, bis 1-Literkolben, die nur zur Hilfte gefiillt werden. 


Ausfihrung der Decarboxylierung, Abscheidung des Produkts, 
Enteisenung der Atioporphyratine. 


Die Substanz wird fein zerrieben’), mit der etwa 100 bis 
200-fachen Menge Paraffin. liquid. (D. A. 6) in einen Rundkolben 
gespilt, unter hiufigem Umschiitteln auf 340—360° erhitzt 
und etwa 1—2 Stunden auf dieser Temperatur gehalten. 
Nach dem Erkalten wird die Fliissigkeit von etwa am Boden 
angesetzten Krusten abgegossen. 


War ein Porphyrin in Arbeit genommen, so wird 
die Fliissigkeit mit ungefihr 10 Volumen reinsten Athers ge- 
mischt, mit etwa 5- bis 12°/,iger Salzsiure”) ausgeschiittelt, der 
Salzsiiureauszug einige Male mit gleichviel Ather gewaschen®), 
filtriert und mit Kalilauge oder festem Atzkali*) alkalisiert, 
das ausgeflockte Atioporphyrin abfiltriert, gewaschen, auf dem 
Filter getrocknet®) und mit reinstem Chloroform ausgezogen, der 





1) Statt dessen kann man die Substanz bei geringen Mengen auch 
als trockenen Filterbelag benutzen, indem man die in kleine Stiicke 
zerschnittenen Filter in dem Paraffin erhitzt. 

2) Mit 25°/, Salzsiure entstehen schwerer trennbare Emulsionen. 
Ich wende sie nur zur Gewinnung der letzten Reste an. — Statt Salz- 
siiure 1iBt sich auch etwa 20°/,ige Schwefelsiiure anwenden. 

8) Will man Verluste vermeiden, so schiittelt man den Wasch-Ather 
mit wenig etwa 12°/,iger Salzsiiure aus. — Wenn bei gréBeren Ver- 
arbeitungen viele, etwa 5—25 Liter Salzsiureauszug gewonnen werden, 
ist es vorteilhafter, die Ausziige mit Atzkali zu fiillen, den Niederschlag 
in 12—25°/,iger Salzsiiure zu lésen, die filtrierte Lésung wiederholt mit 
Ather zu waschen und weiter wie oben angegeben zu behandeln. 

‘) Benutzt man festes Atzkali, so entweicht infolge der eintretenden 
Erwirmung massenhaft der in der Salzsiiure geliste Ather, so daB 
namentlich bei der Verarbeitung vieler Liter Salzsiiurelésung Vorsicht 
geboten ist! 

5) Will man das Trocknen der Filter vermeiden; dann mu8 man 
sie mit etwas Salzsiiure iibergieBen und oft mit Chloroform ausziehen, 
die Chloroformausziige siiurefrei waschen und einengen. 
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Auszug filtriert, auf ein kleines Volumen eingeengt und mit 
dem mehrfachen Volumen siedenden Methylalkohols versetzt. 
Nach dem Erkalten und ndtigenfalls lingerem Stehenlassen 
wird das ausgefallte Atioporphyrin abfiltriert, mit Methylalkohol 
gewaschen und mehrmals aus Chloroform—Methylalkohol um- 


krystallisiert. ?) 


Im Verlauf der zahlreichen, von mir derart ausgefiihrten Decarb- 
oxylierungen habe ich einige Male, und zwar bei der Decarboxylierung 
von rohem Pyroporphyrin Umwandlung in die Eisenverbindnng eintreten 
sehen. Man erhilt dann im HCl-Auszug nur wenig oder kein Atiopor- 
phyrin, wibrend eine Probe der Masse nach dem Verdiinnen mit Pyridin 
und Zusatz von Hydrazinhydrat das Spektrum der reduzierten EKisenverbin- 
dung gibt (hier I. wu 545). — Auch ein solcher Versuch 1iBt sich er- 
folgreich weiterfiihren, indem man die Paraffinmasse mit Phenol-Oxal- 
siure enteisent (s. u.. — Durch besondere Versuche wurde bewiesen, 
daB bei liingerem Erhitzen eines Gemisches aus Pyroporphyrin und 
etwas Eisenoxydul in Paraffin auf etwa 360° die Eisenkomplexver- 
bindung gebildet wird. 


War Himin oder ein anderes Eisenporphyratin 
in Arbeit genommen, so kann das Produkt entweder mit 
Hydrazin—Eisessig oder mit Phenol—Oxalsiure enteisent werden. 
Im ersten Falle gieBt man das kalte Reaktionsgemisch in die 
5—10fache Menge Eisessig, dem vorher 3—4°/, Hydrazin- 
hydrat zugesetzt waren, liBt das Gemisch unter haiufigem Um- 
schiitteln einen bis mehrere Tage bei Zimmertemperatur stehen, 
verdinnt es mit 5—10facher Menge Ather, wiischt es wieder- 
holt mit Wasser und schiittelt es mit 5 bis 10°/,iger Salzsiure 
aus, wiischt den Salzsiureauszug einige Male mit Ather, 


1) Es empfiehlt sich, die Lésung nach Zusatz des Methylalkohols 
noch etwas einzuengen, (Unter Umriihren mit einem Glasstab, da 
anderenfalls bei einsetzender Krystallbildung leicht Siedeverzug eintritt 
und die Fliissigkeit explosionsartig hinausgeschleudert wird.) Bei den 
ersten Krystallisationen werden hiiufiger nur undeutliche oder sehr 
kleine Krystalle erhalten. Derartige Krystallisationen, die oft der von 
H. Fischer verdffentlichten Abbildung des aus Himophyllin gewon- 
nenen Atioporphyrins ahnlich waren (Diese Zs. Bd. 140, Taf. I, untere 
Figur), ergaben bei wiederholtem Umkrystallisieren sternformige Drusen 
gut ausgebildeter langer Einzelkrystalle (vgl. Fig. 1—8 auf Taf. Iu. Il). 
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filtriert ihn, fallt das Atioporphyrin durch Alkalisieren?) aus, 
filtriert es ab und bringt es in der oben angegebenen Weise 
aus Chloroform—Methylalkohol zur Krystallisation. 


Zur Enteisenung mit Phenol—Oxalsidure gieBt man 
das abgekihlte Reaktionsgemisch in einen weithalsigen 
Jenaer Rundkolben oder eine halbkugelige Porzellanschale, 
gibt auf je 100 ccm die gleiche Menge geschmolzenes Phenol 
und etwa 50—100 g Oxalsiure hinzu?) und erhitzt vorsichtig, 
bis eine in Pyridin geléste Probe nach Zusatz eines Tropfens 
Hydrazinhydrat*) nicht mehr das Mischspektrum aus Porphy- 
rinspektrum und dem der EKisenverbindung, sondern nur noch 
das aus vier Hauptabsorptionsstreifen bestehende Porphyrin- 
spektrum gibt.*) Das fertige Reaktionsgemisch wird noch heib 
unter kraftigem Umriihren in die etwa 20- bis 30fache Menge 
warmen Wassers gegossen. Das Atioporphyrin bleibt meistens 
fast vollstindig in der oberen schwarzen Fliissigkeitsschicht.°) 
Man filtriert in jedem Falle die ganze Masse durch ein oder meh- 
rere mit Wasser getrainkte Filter und zieht die darauf 
verbleibende _,,élige“ Masse mit viel Ather aus, schiittelt die 
braune &therische Lésung mit etwa 5- bis 12°/,iger®) Salzsiure 


1) Vgl. FuBnote 4 auf S. 147. 

*) Kolben oder Schale diirfen nur zum kleineren Teile angefiillt 
sein, damit der brennbare Inhalt nicht iiberschiiumt. Auch darf man das 
Gemisch nicht etwa vor Zusatz der Oxalsiiure stark erhitzen, denn 
dann kénnte der Inhalt bei Zusatz der Oxalsiure augenblicklich iiber- 
schiumen. 

5) Die bei Zusatz des Hydrazinhydrat sich triibende Fliissigkeit 
muB vor der Beobachtung filtriert werden. 

‘) Wie ich neuerdings gefunden habe, liBt sich die Enteisenung 
besser so ausfiihren, daB man das Gemisch in einem nur etwa zu 
einem Viertel oder Dritte! gefiillten Rundkolben am RiickfluBkihler 
20—80 Minuten kocht. Hierbei vermeidet man das beim Kochen 
im offenen Kolben oder Schale leicht eintretende Uber- 
schiumen und den belistigenden Oxalsiurequalm. 

‘) In die saure wiBrige Flissigkeit etwa iibergegangenes ,,Atio- 
porphyrin“ kénnte aus dieser nach dem Filtrieren mit tiberschiissiger 
Kalilauge ausgefillt, abfiltriert, gewaschen und der Hauptmenge hinzu- 
gefiigt werden. 

*) Zuletzt 25°/,iger, vgl. FuBnote 2, S. 147, 
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oder 20°/,iger Schwefelsiure aus, wischt den Salzsiureauszug 
wiederholt mit Ather!), um beigemengten braunen Farbstoff 
zu entfernen, filtriert den Salzsiureauszug, fallt das Atiopor- 
phyrin mit tiberschiissiger Kalilauge oder festem Atzkali2) aus, 
filtriert es ab, wischt und trocknet es und bringt es in der 
oben beschriebenen Weise aus Chloroform—Methylalkohol zur 
Krystallisation. 

Zur Decarboxylierung des Himins habe ich an Stelle von 
fliissigem Paraffin neuerdings mit ebenfalls befriedigendem Er- 
folg Anthrazen benutzt, indem ich die Substanz mit etwa 
der 20—40fachen Menge’) Anthrazen ungefihr 1 Stunde am 
RiickfluBkiihler oder Steigrohr kochte.*) Nach den letzten 
Feststellungen eignet sich anscheinend auch das Sieden in 
etwa der 10fachen Menge Phenanthren (1 Stunde lang).°) 
— Zur Enteisenung des Produkts, das in beiden Fallen den 
,,H. P.-Wert“ 547 oder 546,5 zeigt®), habe ich die fertige 
Schmelze fein zerrieben, mit 2—3 Volumen Phenol vermischt und 
nach Zusatz von Oxalsiure so lange erhitzt, bis die Enteisenung 
abgeschlossen war. Zur Abscheidung des entstandenen Atio- 
porphyrins dient eins der folgenden Verfahren. 1. Man zieht 
die Masse mit EKisessig aus, verdiinnt die Lésung mit viel 
Ather, wiischt sie wiederholt mit Wasser, schiittelt sie mit 


‘) Vgl. FuBnote 8 auf S. 147, 

*) Vgl. FuBnote 4 auf S. 147. 

3) Im Notfall kommt man auch mit der 10—15fachen Menge An- 
thrazen aus. 

*) Das Rohr des Kithlers oder das Steigrohr miissen ziemlich weit 
sein, um Verstopfung durch das Anthrazensublimat zu vermeiden. 

5) Die Decarboxylierung lat sich auch durch Erbitzen in Benzidin 
erzielen. 10 g Himin werden durch etwa halbstiindiges Erhitzen in 100 g 
Benzidin auf etwa 320° bis 340° anscheinend vollkommen decarboxyliert. 
Nebenher erfolgt offenbar eine wesentliche Verinderung, wenn nicht 
Abspaltung der ungesittigten Seitenketten, denn das Produkt stimmt in 
seinem ,,H. P.-Wert“ angenihert mit dem Pyratin iiberein, ist jeden- 
falls verschieden von Atiomesohiimin. Die genauere Untersuchung des 
Produkts und des zugehérigen ,,Atioporphyrins“ ist im Gange. 

®) .,H. P.-Wert“ = Ort des Hauptabsorptionsstreifens der Liésung 
in der 10—20fachen Menge hydrazinhaltigen Pyridins; vgl. auch diese 


Zs. Bd. 178, S. 3 (1928). 
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5 bis 12°/, iger Salzsaure aus, wischt die salzsaure Lésung wieder- 
holt mit Ather), fallt das Atioporphyrin mit Kalilauge oder 
festem Atzkali2) aus, filtriert es ab, wiischt es aus und bringt 
es in der oben angegebenen Weise zur Krystallisation. — 
2. Man zieht die noch heiBe Schmelze zur Entfernung des 
Phenols unter Zerreiben mit viel heiBem Wasser aus, er- 
schépft den fein zerriebenen schwarzen Riickstand mit Ather 
und schiittelt das Atioporphyrin aus dem Ather mit 5- bis 12°/,iger 
Salzsiure heraus. Die salzsaure Liésung wird zur Entfernung 
beigemengten braunen Zersetzungsprodukts wiederholt mit 
Ather ausgeschiittelt®), filtriert und das Atioporphyrin durch 
Alkalisieren mit Kalilauge oder festem Atzkali ausgefillt.4) — 
Das Anthrazenverfahren eignet sich auch zur De- 
carboxylierung des Pyratins. 

Anmerkung. Durch den hiiufig vorkommenden Kupfergehalt der 
angewandten Chemikalien entstehen unter Umstiinden bedeutende Ver- 
luste an freien Atioporphyrinen, indem sich Kupferkomplexverbindungen 
bilden, die aus den atherischen Lésungen nicht in die verdiinnte Salz- 
siure tibergehen. Ihre Anwesenheit in dem mit Salzsiiure erschépften Ather 
macht sich u. a. durch dessen Rosafirbung bemerkbar. Wir verwenden 
fiir solche Arbeiten die organischen Lésungsmittel (Ather, Chloroform u. a.) 
fast nur noch, nachdem sie frisch aus Jenaer Glaskolben destilliert sind. 
Auch scheinbaranalysenreineAtioporphyrinpriparate kénnen 


durch die Kupferkomplexverbindung verunreinigt sein, 
miissen deshalb vor der Analyse darauf gepriift werden. 


Darstellung und Eigenschaften des Atiopyroporphyrins. 


Erstes Verfahren. Pyroporphyrin®) wird durch 1'/, bis 
2 Stunden langes Erhitzen in Paraffin auf 340—360° de- 
carboxyliert (vgl. S. 142), aus der mit viel reinem Ather ver- 
diinnten Masse mit 5- bis 12°/, iger Salzséure oder etwa 20°/,iger 
Schwefelsiure ausgeschiittelt usw. (vgl. oben), zuletzt in der dort 





1) Vgl. FuBnote 3 auf S, 147. 
*) Vgl. FuBnote 4 auf S. 147. 
8) Vgl. FuBnote 3 auf S. 147. 
*) Vgl. FuBnote 4 auf S. 147. 
°) Wegen der Darstellungsverfahren vgl. man diese Zs. Bd. 178, 
S. 1 (1928); ferner diese Abhandlung S. 163 u. 175. 
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beschriebenen Weise aus Chloroform—Methylalkohol abgeschieden 
und durch Umkrystallisieren aus demselben Lésungsmittel ge- 
reinigt. Ausbeute’) an kristallisiertem Praparat 5—10°/,. 
Analyse.’)*) (Vgl. Fig. 1 auf Taf. I.) 
4,819 mg Substanz gaben 14,090 mg CO,, 3,08 mg H,O, 0,016 mg 


Asche. 
3,322 mg Subst. (enth. 0,011 mg Asche) gaben 0,379 cem N (20°, 766,5 mm). 


4,028mg _,, » 0,013 mg __,, », 0,453 com N (18°, 766 mm). 
4,330 mg __s,, » 0,014mg_,, » 0,488 ccm N (20,5°, 761 mm). 
2,220mg __s,, » 0,007mg _,, » 0,251 cem N (22°, 767 mm). 
C,,H,,.N, = Atiopyroporphyrin. 
Ber,  C 79,60%, H 7,11 %, N 13,27°/, 
Gef. I. ,, 80,02 y 1418 y 13,45 
.. = 18,84 
aa Sa ,, 18,17 
IV. aa ~~ ” 13,24 


Wenn die Krystallisierung des Produkts infolge un- 
geniigender Reinigung Schwierigkeiten machte, habe ich den 
Verdunstungsriickstand der Chloroform—Methylalkohollésung 
oder gegebenenfalls eine unreine Krystallmasse trocken mit 10, 20 
oder mehr ccm etwa 98°/,iger Schwefelsiure sorgfaltig ver- 
rieben und nach 5—10 Minuten langem Stehen die Fliissigkeit 
unter Umriihren langsam in die 50—100—200fache Menge 
Wasser gegossen, die Fliissigkeit kalt von den Verunreinigungen 
abfiltriert, 2mal mit dem gleichen Volum reinsten Athers ge- 
schiittelt, das in den Ather mit iibergangene Atioporphyrin mit 
wenig 25°/ iger Salzsiure herausgeschittelt, die gesamte Atio- 
porphyrinlésung mit Kalilauge oder Atzkali alkalisiert, das aus- 
gefillte Atioporphyrin abfiltriert, gewaschen, getrocknet, mit 
Chloroform ausgezogen, daraus mit Methylalkohol zur Krystalli- 
sation gebracht und umkrystallisiert. Auch aus nicht mehr 


‘) Auch beim Einsatz von nur 1,5 g Pyroporphyrin habe ich neuerdings 
wiederholt angenihert 10°/, Ausbeute an kyristallisiertem Produkt erzielt. 

*) Das Pyroporphyrin war in Paraffin 2 Stunden auf 360° erhitzt. 

8) Ein Teil der Substanz war mit 1°/, Salzsiure enthaltendem Methy!- 
alkohol 1 Stunde am RiickfluBkiihler gekocht und aus Chloroform—Methyl- 
alhohol krystallisiert worden. In dem Kérper lieB sich kein Meth- 
oxylgehalt feststellen. 
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krystallisierenden Mutterlaugen konnten nach dieser Art der 
Reinigung meistens noch Krystalle erhalten werden. 

Analyse des in obiger Weise mit konz. Schwefelsaure usw. 
gereinigten Atioporphyrins aus der Mutterlauge eines Prii- 
parates krystallisierten Atiopyroporphyrins: 


3,018 mg Substanz gaben 0,343 cem N (21°, 761 mm) 
3,110 ,, - » 6,361 ,, ,, (21°, 761 mm) 
Gef. I. N = 13,209. II. N = 13,48 %/. 
Ein zweites Priiparat ergab denselben N-Gebalt: 
2,220 mg Substanz (enthalt. 0,007 mg Asche) gaben 0,251 cem N 
(22°, 767 mm) = 13,24°/, N. 


Spektrometrische Werte des krystallisierten Atiopyroporphyrins.') 

1. Liésung in Ather: 

Hauptstreifen I. 621,0; II. 566,0; III. 523,8; IV. gegitterter 
Streifen, mittelste Linie etwa 491,0. 

2. Lésung in etwa 98°/,iger Schwefelsiure: 

Hauptstreifen: I. 590,0; III. uneinheitlicher Streifen mit 2 Maxima, 
Ort des Minimums (zwischen den Maxima) 546,2. 

Anmerkung. Das als Ausgangsmaterial benutzte Pyroporphyrin 
gab in itherischer Lésung folgende Hauptstreifen: 

I. 621,5; IL. 566,2; III. 524,2; 1V. gegitterter Streifen, mittelste 

Linie 491,2. 

In etwa 98°/,iger Schwefelsiure gelést: die Hauptstreifen auf 592,0 
und 548,0. 

Zweites Verfahren. Pyratin wird in etwa der 100- bis 


200fachen Menge Paraffin fein verteilt und durch 1'/, bis 
2stiindiges Erhitzen auf etwa 340—360°?) decarboxyliert und 





1) Alle in dieser und Verf.s vorhergehenden Abhandlungen mit- 
geteilten spektrometrischen Werte sind vom Verf. mit dem Gittermeb- 
spektroskop nach Léwe und Schumm [vgl. Diese Zs. Bd. 164, S. 58 
(1927)] festgestellt worden. Als Lichtquelle dienten ausnahmslos Nernst- 
lampen. Wegen der Technik der Messungen vgl. man Verf.s ,,Spektro- 
chemische Analyse“ (Jena bei G. Fischer, 1927). 

*) Wird Pyratin oder Pyratinchlorid in Paraffin stundenlang ge- 
kocht (Temperatur etwa 387°) so tritt auBer der Decarboxylierung noch 
eine weitere Umwandlung ein, die spektrometrisch an der Orts- 
iinderung des Hauptstreifens in hydrazinhaltigem Pyridin erkennbar ist 
(uu 543,0 bis 543,5 statt 544,7 bei Atiopyratin). Inwieweit das bei der 
Enteisenung des Reaktionsprodukts erhaltene Atioporphyrin von Atio- 
pyroporphyrin verschieden ist, bedarf der niheren Untersuchung, die 
in Angriff genommen ist. Spektrometrische Werte der Liésung in Ather: 
I, 620,0. II. 564,5. III. 523,0 usw. (vgl. auch S. 159, Anm.). 
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in der oben beschriebenen Weise mit Phenol—Oxalsiure oder 
Hydrazin—Kisessig') enteisent, abgeschieden und endlich aus 
Chloroform- Methylalkohol krystallisiert. Ausbeute an krystalli- 
siertem Praparat 5—10 °/,.?) 


Analyse’) eines fiinfmal umkrystallisierten Priparates: 
4,859 mg Subst. gaben 13,940 mg CO,, 3,06 mg H,O, 0,05 mg Riickstand. 


2,665 mg ,, (enth. 0,026 mg Asche) gaben 0,307 cem N (21°, 760 mm). 
2,750 mg sé, » 0,027mg ,, », 0,321 eem N (21°, 760 mm). 
C,,H,)N, = Atiopyroporphyrin. 

Ber.  C 79,60%, H 7,11%, N 13,27°;, 

Gef. a) ,, 79,10 yy 112 13,51 
b), — »— », 18,69 *) 


Analyse eines zweiten Priparates: 
5,361 mg Substanz gaben 15,510 mg CO,, 3,31 mg H,O. 


8,998 ,, . - 0,451 ccm N (23°, 767 mm). 

4,278 ,, ™ » 0,489 ,, 4, (22° 767 mm). 
Ber.  C 79,60°/, H 7,11%, N 13,27, 

Gef. a) C 78,94 » 6,91 y 13,13 

b) — _ » 18,36 


1) Da das Phenol-Oxalsiureverfahren gute Ausbeute ergibt, schneller 
arbeitet und billiger ist als das Hydrazin—Eisessigverfahren, wende 
ich dieses nur noch in besonderen Fiillen an. 

*) Beispiel fiir die Darstellung: 10g Pyratin in 1600 ccm 
Paraffin aufgeschwemmt, 2 Stunden auf 360° erhitzt, abgekiihlt, in 
1'/, Liter geschmolzenes Phenol gegossen, gemischt, auf 4 Kolben von 
2 Liter Inhalt verteilt, in jeden Kolben 100 g Oxalsiiure gegeben, 20 Min. 
gekocht (vgl. S. 149), insgesamt in 30 Liter Wasser gegossen, durch 
angefeuchtete Filter filtriert, Filter mit der Paraffinmasse in 10 Liter 
Ather gebracht, die Lésung mit 12°/,iger Salzsiure ausgeschiittelt. Salz- 
siureauszug (etwa 25 Liter) filtriert, mit Kalilauge alkalisiert, das rohe 
Atiopyroporphyrin abfiltriert, in 25°/,iger Salzsiure gelést, Lisung mit 
Ather gewaschen, mit Kalilauge gefiallt, Niederschlag abfiltriert, gewaschen, 
getrocknet, aus Chloroform—Methylalkohol krystallisiert. Mutterlaugen 
verdampft, nach dem Schwefelsiureverfahren gereinigt (s. S. 152). 


’) Das Pyratin war in Paraffin 2 Stunden auf 360° erhitzt. 
*) Der Stickstoffgehalt des nur einmal umkrystallisierten Priparats 
wurde zu 13,1°/, ermittelt: 
a) 2,655 mg Substanz gaben 0,305 cem N (24°, 755 mm) = 13,11°/, N. 
b) 2,816 mg " » 0,825 cem N (24°, 755 mm) = 18,06 
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Analyse eines dritten Priparates: 
4,984 mg Substanz gaben 14.315 mg CO,, 3,22 mg H,O, 0,039 mg Asche. 


4,641 ,, ” ” 13,370 ,, CO,, 3,05 ,, H,0, 0,029 ,, ” 
Ber. C 79,60 °/, 7,11 */, 
Gef. a) C 78,97 H 7,29 
b) C 79,09 H 7,42 


Spektrometrische Werte des aus dem decarboxylierten Pyratin 
durch Enteisenen mit Phenol—Oxalsiure gewonnenen 
Atiopyroporphyrins. 

1. Lésung in Ather: 


Hauptstreifen I. 621,1; Il. 566,2; III. 523,7; IV. gegitterter 
Streifen, mittelste Linie ungefaihr 491,4. 


2. Lésung in etwa 98°/,iger Schwefelsiure: 


Hauptstreifen I. 590,0; III. uneinheitlicher Streifen mit 2 Maxima, 
Ort des Minimums 546,5. 


Spektrometrische Werte des Pyroporphyrinmethylesters, der aus 

Pyratin durch Enteisenen in der Oxalsdureschmelze’) und 

nachtragliches Verestern mit 1°/, Salzsiure enthaltendem 
Methylalkohol gewonnen war (Schmelzp. 223,5°). 


1. Lésung in Ather: 
Hauptstreifen I. 621,8; II. 566,7; ILI. 524,2; IV. gegitterter 
Streifen, mittelste Linie 491,5. 


2. Lésung in etwa 98°/,iger Schwefelsiure: 
Hauptstreifen I. 592,3; III. uneinheitlicher Streifen mit 2 Maxima, 
Ort des Minimums 548,3. 


3. Lésung in 25°/,iger Salzsiiure: 
Hauptstreifen: I. 592,0; ILI. 548,3 (Ort des Minimums), 


Atiopyroporphyrin’) list sich in Chloroform, Pyridin, 
Ather, Kisessig, Aceton, Benzol, Petrolither, Salzsiure, kon- 
zentrierter Schwefelsiure, nicht in Kalilauge. Werden sehr 
schwache Loésungen in Salzsiure mit Kalilauge alkalisiert, 
so bleibt das Atiopyroporphyrin anfangs kolloidal gelést. Die 
nach R. Willstatter bestimmte Salzsiurezahl ist ungefahr 
=2,d.h. beim Schiitteln der Atherischen Lésung mit dem 
gleichen Volum 2°/,iger Salzsiure gehen angenihert */, des 


) Vgl. a.a. O., Diese Zs. Bd. 178, S. 12 (1928). 
?) Wegen der Krystallform vgl. man Fig. 1 auf Taf. I. 
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K6érpers in die Salzséure iiber. Bei der Chloroform—Salz- 
siureverteilungsprobe!) bleibt das Atiopyroporphyrin im Gegen- 
satz zu Pyroporphyrin fast vollstindig im Chloroform. Die 
spektrometrischen Werte des Atiopyroporphyrins stimmen bei 
Lisungen in Ather beinahe mit denen des Pyroporphyrins 
iiberein (vgl. oben), unterscheiden sich aber deutlich von denen 
des Atioporphyrins von R. Willstitter und Max Fischer 
und denen des aus Mesoporphyrin dargestellten Atioporphy- 
rins.”) Fir Lésungen in etwa 98 °/,iger Schwefelsiure be- 
steht zwischen Atiopyroporphyrin und Pyroporphyrin in den 
spektrometrischen Werten ein Unterschied von etwa 2 uu. 
Die Lésung der nach Zaleskis Verfahren dargestellten Kisen- 
komplexverbindung des Atiopyroporphyrins in hydrazinhaltigem 
Pyridin gibt ein mit dem des Pyratins fast ganz iibereinstim- 
mendes Spektrum (I. 544,6, Il. etwa 515). 


Darstellung des Atioporphyrins aus Mesoporphyrin. 


Mesophorphyrin wird in der 100—200fachen Menge Paraftin 
2 Stunden auf etwa 860° erhitzt und die Masse nach dem Er- 
kalten in der auf 8. 147 beschriebenen Weise aufgearbeitet. 
Ausbeute etwa 10°/,. Falls das abgeschiedene Atioporphyrin 
infolge ungeniigender Reinigung etwa nicht gut krystallisieren 
sollte, reinigt man es durch Auflésen in Salzsiiure, 2 maliges 
Ausschiitteln der Lésung mit Ather, Verdiinnen mit Wasser, 
Filtrieren und Ausfallen des Filtrats mit Kalilauge oder 
Atzkali, Abfiltrieren des Niederschlags, Auswaschen, Trocknen 
und Ausziehen mit Chloroform. 


Analyse des Atioporphyrins, das aus Mesoporphyrin nach dem 
Paraffinverfahren dargestellt war’) (vgl. Fig. 2 auf Taf. I). 
4,501 mg Subst. gaben 13,060 mg CO,, 3,08 mg H,O, 0,027 mg Asche. 


4,883 mg _,, » 14,240 mg CO,, 3,45 mg H,O, 0,033 mg ‘5 
2,818mg  ,, (enth. 0,017 mg Asche) gaben 0,291 ccm N (22°, 753 mm). 
3,105 mg ” ” 0,018 mg ” ” 0,321 ecem N (18°, 749 min). 


'!) Vgl. O. Schumm, Spektrochemische Analyse natiirlicher orga- 
nischer Farbstoffe (Jena 1927, bei G. Fischer) S. 268. 

*) S.u. Der Unterschied im Ort der Hauptstreifen betriigt etwa 
1'/y—2 wu. 
°) Das Mesoporphyrin war in Paraffin 2 Stunden auf 360° erhitzt. 
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C;,H,.N, (Atiomesoporphyrin). 


Ber. CC 80,28°/, H 8,00°/, N 11,71, 
Gef. I. ,, 79,61 » 4,72 » 11,91 
II. ,, 80,09 » 7,96 » 12,02 


Aus schlecht krystallisierenden Mutterlaugen habe ich das Atio- 
porphyrin in geniigender Reinheit und gut ausgebildeten Krystallen er- 
halten, indem ich die Mutterlauge zur Trockne verdampfte und den er- 
kalteten Riickstand dem auf S. 152 beschriebenen Reinigungsverfahren 
mit konz. Schwefelsaiure unterwarf. 

Analyse eines mit konz. Schwefelsiiure gereinigten, danach krystalli- 
sierten Priparats: 


4,304 mg Substanz (aschefreie) gaben 0,431 cem N (21°, 768 mm). 
4,900 ,, ” ” ” 0,495 5, (21°, 168 ,, ). 


Gef. I. N 11,75°/, Il. N 11,85°/,. 


Spektrometrische Werte’.) 
1. Lésung in Ather: 
Hauptstreifen I. 622,6; II. 567,3; III. 525,1; ‘IV. gegitterter 
Streifen, mittelste Linie etwa 492,2. 


2. Lésung in etwa 98°/,iger Schwefelsiure: 


Hauptstreifen I. 591,7; III. uneinheitlicher Streifen mit 2 Maxima, 
Ort des Minimums 548,0. 


Spektrometrische Werte des aus Hamaterinsdure (Protopor- 
phyrin) durch stundenlanges Kochen in Paraffin erhaltenen 
. Produkts (vgl. S. 145). 
Lésung in Ather: 
Breiter Streifen im Rot auf etwa 644,0 (Zersetzungsprodukt). Por 
phyrinstreifen doppelt, I, a) 631,0, b) 621,0; II. a) 575,0, b) 566,0 
III. a) 530,5, b) 524,5. 


1) Mesohimin konnte nach dem Paraffinverfahren ebenfalls de- 
carboxyliert werden. Das mit Hydrazin—Eisessig oder Phenol-Oxal- 
siure enteisente Produkt gab folgende spektrometrischen Werte: Lésung 
in Ather 622,5, 567,4, 525,38, 492,3; Lésung in etwa 98°/,iger Schwefel- 
siure: I. 592,0, III. 548,0, demnach gut iibereinstimmend mit dem un- 
mittelbar aus Mesoporphyrin gewonnenen Atioporphyrin, von dem cs 
sich offenbar in der Zusammensetzung nicht unterscheidet: 

3,923 mg Substanz gaben 11,400 mg CO, und 2,73 mg H,O0 

2,298 mg Substanz gaben 0,230 cem N (19°,755 mm), 


Cs, HsN,. 
Ber. C 80,28 °/, H 8,00 °/, N 11,71 °/,. 
Gef. C 79,28 H 7,79 N 11,62. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXI, 11 
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Spektrometrische Werte des aus dem natirlichen Uroporphyrin’) 
gewonnenen ,,Atioporphyrins“. 

Bei einstiindigem Kochen von Uroporphyrin mit etwa der 200 fachen 
Menge Paraffin wurde ein in Kalilauge vollstiindig unlésliches, in Chloro 
form dagegen leicht lésliches Atioporphyrin erhalten, dessen Salzsiiure- 
zahl angenihert zu 2—2'/, bestimmt wurde. 

1. Lésung in Ather: 

Hauptstreifen I, 622,2; II. 566,8; ILI. 525,0; IV. gegitterter 
Streifen, Mitte angeniihert 493,5. 

2. Lésung in etwa 98°,,iger Schwefelsiure: 

Hauptstreifen I, 592,0; III. 548,38 (Ort des Minimums). 


Spektrometrische Werte des aus dem natirlichen Kopro- 
porphyrin’) durch 1 Stunde langes Erhitzen in Paraffin auf 
360° gewonnenen Atioporphyrins. 


1. Liésung in Ather: 

Hauptstreifen I. 622,2; II. 567,0; IIL. 525,0; IV. gegitterter 
Streifen, Mitte ungefihr 494,0, 

2. Lésung in etwa 98°/,iger Schwefelsiiure: 

Hauptstreifen I. 592,3; II. 548,5 (Ort des Minimums). 

8. Lésung in 25°/,iger Salzsiiure; 

Hauptstreifen I. 592,6; IIL. 549,3 (Ort des Minimums). 

Anmerkung. Obiges Atioporphyrin unterscheidet sich vom 
Koproporphyrin nicht nur durch die Unléslichkeit in Kalilauge und die 
etwas abweichenden spektrometrischen Werte, sondern auch durch die 
viel héhere Salzsiiurezahl (angeniihert 2 gegen 0,1 bei Koproporphyrin!) 
und den abweichenden Augcfall der Bromspektralprobe.’) 


Darstellung von Atioporphyrinen aus Hamin durch das Paraffin- 
verfahren und nachfolgende Enteisenung mit Phenol—Oxalsaure. 


A. Darstellung eines Atioporphyrins aus dem bei 350 bis 360° 

entstehenden Umwandlungsprodukt (H.P.-Wert 547). 

Das fein zerriebene Hiimin wird 1—2 Stunden in Paraffin auf 
etwa 350—360° erhitzt, in der auf S. 149 beschriebenen Weise mit 
Phenol-Oxalsiiure enteisent und aus Chloroform-Methylalkohol abge- 
schieden und wiederholt umkrystallisiert (vgl. Fig. 3 auf Tafel 11). Aus- 
beute an 1 mal umkrystallisiertem Priiparat etwa 4 °/). 


') Aus dem Harn des Falles Petry (Himatoporphyria congenita ; 
vgl. Diese Zs. Bd. 98, S. 123 (1916) und Bd. 105, S. 158 (1919). 

*) Aus dem Harn des Falles Petry, a. a. O. 

*) Wegen der Bromspektralprobe des Koproporphyrins vgl. man 
O. Schumm, Spektrochemische Analyse, 8. 136. 
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Analyse’): 
4,978 mg Substanz gaben 14,500 mg CO,, 3,29 mg H,O, 0,01 mg Asche. 
5,199 mg m » 15,160 mg CO,, 3,54 mg H,O, 0,014 mg __,, 
4,609 mg » (enth.0,009 mg Asche) gaben 0,480 cem N (21,5°, 756 mm). 
5,013 mg ” » 0,010mg_,, » 0,522cem N (19°, 755 mm). 
Fiir C,,H,,N, (Atiomesoporphyrin), 
Ber. C 80,28°/, H 8,00°/, N 11,71°/, 
Gef. I. ,, 79,68 » 142 »» 12,08 
II. ,, 79,78 yy 7,64 ,, 12,11 


Spektrometrische Werte.”) 
1. Lésung in Ather: 
Hauptstreifen I. 622,5; IL. 567,2; III. 525,2; IV. gegitterter 
Streifen, mittelste Linie 492,2. 
2. Lésung in etwa 98°/,iger Schwefelsaure: 
Hauptstreifen I. 592,0, [1]. uneinheitlicher Streifen mit 2 Maxima, 
Ort des Minimums 548. 


B. Darstellung eines Atioporphyrins aus dem durch Sieden 
von Himin in Paraffin (bei etwa $85") entstehenden Umwand- 
lungsprodukt mit dem H.P.-Wert 545. 


Das durch 2 Stunden langes Sieden erhaltene Produkt wurde in 
der friiher beschriebenen Weise enteisent, krystallisiert abgeschieden und 
wiederholt umkrystallisiert. Krystallform gleich der des Atio- 
pyroporphyrins ({vgl. Fig. 1 auf Tafei 1). 

Analyse: 

4,152 mg Substanz: 0,464 cem N (19,5°, 770 mm). 
4,644 mg Substanz: 0,519 ecm N (21°, 769 mm). 
C.,H,,N, ‘Atiopyroporphyrin). 
Ber. N 13,27 °/, 
Gef. a) ,, 13,21 
b) ., 138,13 
Spektrometrische Werte: 
identisch mit Atiopyroporphyrin (s. $. 153). 

Anmerkung. Bei geniigend langem Sieden von Hiimin in Paraffin 
entsteht ein Umwandlungsprodukt mit dem H. P.-Wert etwa 543,0. Es 
liefert beim Enteisenen mit Phenol-Oxalsiure ein ,,Atioporphyrin“, das 
sich vom Atiopyroporphyrin in seinen spektrometrischen Werten unter- 





1) Das Hiamin war in Paraffin 2 Stunden auf etwa 360° erhitzt worden. 
®) Wird die vorgeschriebene Temperatur bei der Darstellung er- 
heblich iiberschritten, so wird kein einheitliches Priparat erhalten. Die 
spektrometrischen Werte liegen dann niedriger, z. B. I. 622,0, oder gar 621,5. 
pt 
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scheidet. Lésung in Ather: Hauptstreifen I. 620,0, II. 564,5, III. 523,0.') 
Es liefert Metallkomplexverbindungen. LEisenverbindung in hydrazin- 
haltigem Pyridin: Hauptstreifen 543,0. Die naihere Untersuchung des 


Korpers ist im Gange. 


Analyse des ,,Atioporphyrins“, das aus dem nach dem Anthra- 
zenverfahren’) decarboxylierten Hamin durch Enteisenung mit 
Phenol—Oxalsaure gewonnen war. 

4,880 mg Substanz gaben 14,060 mg CO,, 3,30 mg H,O, 0,043 mg Asche. 
2,535 mg - (enth. 0,023 mg Asche) gaben 0,266 com N (21°, 753 mm). 
Fiir C,,H,,N, (Atiomesoporphyrin). 

Ber. C 80,28°, H 8,00°, N 11,71°/, 
Gef. ,, 79,29 1,63 ,, 12,18 


Spektrometrische Werte. 

1, Lésung in Ather: 

Hauptstreifen I. 622,4; II. 567,2; III. 525,0; IV. gegitterter 
Streifen, mittelste Linie ungefihr 492,0. 

2. Lésung in etwa 98°/,iger Schwefelsiure: 

Hauptstreifen I. 591,0, ILI. uneinheitlicher Streifen mit 2 Maxima, 
Ort des Minimums 548,0. 

Bei der Darstellung eines zweiten Priparates war das Himin in 
Anthrazen nur 1 Stunde gekocht worden. Das durch Enteisenen des 
Produkts gewonnene Atioporphyrin enthielt 12°/, Stickstoff: 


5,198 mg Substanz (enthaltend 0,019 mg Asche) gaben 0,543 cem N 
(22°, 754.5 mm). 

3,975 mg Substanz (enthaltend 0,015 mg Asche) gaben 0,419 ccm N 
(23°, 754,5 mm). 

4,700 mg Substanz (enthaltend 0,017 mg Asche) gaben 0,486 cem N 
(22°, 755 mm). 
Fiir C,,H,,N, Ber. N 11,71°, 

Gef. I. N 12,04°/, II. N 12,11°/, II. N 11,93°),. 

Ein drittes ebenso dargestelltes, durch hiaufiges Umkrystallisieren 

noch griindlicher gereinigtes Priiparat ergab den N-Gehalt des Atio- 


mesoporphyrins: 
4,671 mg Substanz gaben 0,469 ccm N (17°, 762 mm). 
4,317 ,, . » 0,484 ,, 4, (21,5°, 761 mm). 
Ber. N 11,76%, 
Gef. I. N 11,85°/, II. N 11,67°/,. 


Die Ausbeute betrug bei den nach dem Anthrazenverfahren ge 
wonnenen krystallisierten Kérpern 2—6°/,. 


‘) Die Analyse des krist. Kérpers stimmte zu C,,H,,N, (Atiopyro- 
porphyrin minus 2(CH,) Salzsiurezahl ungefaihr 1,4. — N-Gehalt 
(4 Priiparate) 14,25°/,, 14,10%/,, 14,50°/,, 14,30%. 

*) Das Hiimin war 2 Stunden in Anthrazen gekocht worden. 
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Spektrometrische Werte eines aus dem Hamatoporphyrin-Nencki 
gewonnenen ,,Atioporphyrins‘“.') 
1. Lésung in Ather: 
Hauptstreifen I. 622.5; II. 567,38; III. 525,0; IV. gegitterter 
Streifen, mittelste Linie etwa 492,0. 


2. Lésung in etwa 98°/,iger Schwefelsiure: 
Hauptstreifen I. 591,8, III. uneinheitlicher Streifen, Ort des Mini- 
mums 548,5. 


Abbau von Hamatoporphyrin-Nencki durch stundenlanges Sieden 
in Paraffin. 


Das mit Ather verdiinnte Reaktionsgemisch zeigt auBer 
dem durch ein Zersetzungsprodukt bedingten Absorptions- 
streifen (uu 644) das Doppelspektrum zweier porphyrin- 
artiger Umwandlungsprodukte (Str. I. a) 631,6, b) 621,5; 
IT. a) 574,0, b) 566,5 usw.). Zu ihrer Gewinnung wird das 
stark mit Ather verdiinnte Reaktionsgemisch mit 25 °/,iger 
Salzsiure ausgezogen, der Auszug mit Ather gewaschen, ver- 
diinnt, filtriert und mit Kalilauge iibersittigt, der Niederschlag 
abfiltriert, gewaschen, getrocknet, mit Chloroform ausgezogen 
und die Lésung verdampft. Die Substanz gibt in atherischer 
Lésung wieder das oben beschriebene Porphyrin-Doppelspektrum. 
Da die Masse sich nicht gut krystallisieren laBt, wird sie 
trocken mit 98°/,iger Schwefelsiure gelést, die Lésung in das 
50 fache Vol. Wasser gegossen, filtriert, der Filterriick- 
stand (=,R“) mit 25°/,iger Schwefelsiure, danach mit Wasser 
gewaschen. 

a) Verarbeitung der schwefelsauren Lésung. Sie 
wird mit Kalilauge alkalisiert, der vollstindig ausgeflockte 
Farbstoff abfiltriert, gewaschen und getrocknet. Er lést sich 
leicht in Chloroform und Ather, nicht in Kalilauge. Die atheri- 
sche Lésung gibt fast rein das Spektrum des Atiopyroporphyrins ”): 
I. 620,8, II. 566,0, III. 524,0 usw. 

') Das Himatoporphyrin war in Paraffin 1 Stunde auf 340° erhitzt 
worden. Bei 1 Stunde langem Erhitzen auf 350—360° wurde ein Atio- 
porphyrin von gleichen Eigenschaften erhalten. Erhitzt man 2 Stunden 
auf 360—370°, so tritt schon deutlich das unten beschriebene Doppel- 
spektrum auf: I. a) 631,5 usw. 


*) Neuerdings wurde auch ein Atioporphyrin erhalten, das sich 
spektroskopisch aihnlich wie Atiomesoporphyrin verhilt. 
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b) Verarbeitung des Filterriickstandes (,R“. Er 
wird mit stark verdiinnter Kalilauge, danach mit Wasser ge- 
waschen, abgeprebt, in Chloroform gelést, die Chloroformlésung 
wiederholt mit 25°/,iger Salzsiure ausgeschiittelt, danach mit 
Wasser siiurefrei gewaschen, filtriert und verdampft. Der in 
Chloroform und Ather leicht lésliche Riickstand gibt in atheri- 
scher Lésung ein angenihert auf Himaterinsiure passendes 
Porphyrinspektrum: I, 631,0, II. 574,5, III. 531 usw., daneben 
nur noch sehr schwach die Streifen des unter a) beschriebenen 
Atiokérpers. Die Substanz wird zur weiteren Reinigung noch- 
mals trocken mit konz. Schwefelsiiure behandelt und in der unter 
a) beschriebenen Weise aus der mit Wasser verdiinnten und 
filtrierten schwefelsauren Lésung abgeschieden. Sie gibt dann 
in idtherischer Loésung das einheitliche Porphyrinspektrum: 
I. 631,0, IL. 574,0 usw. 


Anmerkung 1. Aus den spektrometrischen Bestimmungen geht 
hervor, daB bei Lésungen in Ather und in 98°/,iger Schwefelsiure all- 
gemein die ganze Gruppe der Absorptionsstreifen bei den 
Atioporphyrinen ein wenig weiter violettwiirts liegt als bei den zu- 
gehérigen Porphyrinen. — Atiomesoporphyrin und Atiopyroporphyrin 
sind spektrometrisch deutlich zu unterscheiden. Ftir die Lésungen 
in Ather betriigt der Unterschied bei der Einmessung mit dem 
GittermeBspektroskop etwa 1,5—2 uu, fiir die Lésungen in 98°/,iger 
Schwefelsiiure etwa 2 uy. 

Anmerkung 2. Die im Laufe dieser Untersuchung gewonnenen 
Erfahrungen berechtigen zu der Annahme, da8 Atioporphyrinpriparate, 
deren Stickstoffgehalt etwas zu hoch gefunden wird, mehr oder weniger 
stark durch Atiopyroporphyrin verunreinigt sind. Ich habe anfangs 
wiederholt Atioporphyrinpriiparate unter den Hiinden gehabt, deren 
spektrometrische Werte nicht befriedigend genau auf Atiomesoporphyrin 
paBten, sondern 0,5, 0,8, auch 1 uu niedriger waren. Solche Priparate 
ergaben regelmiBig erheblich zu hohe Stickstoffwerte, z. B. 12,2°/,, 12,5°/, 
und ahnlich, so daB man durch genaue vergleichende spektrometrische 
Priifung der Atioporphyrinpriparate an Hand eines sicher reinen 
Priparates von Atiomesoporphyrin voraussagen kann, ob von 
einem vorliegenden Priiparat befriedigende, d. h. auf Atiomesoporphyrin 
passende Stickstoffwerte zu erwarten sind oder nicht. Bei den aus Himin 
nach dem Paraffinyerfahren usw. gewonnenen Atiokérpern kano man 
aus der vergleichend spektrometrischen Priifung der Produkte erkennen, 
ob die fiir die Gewinnung des gewiinschten Produkts erforderliche 
‘Temperatur richtig eingehalten ist. 
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Il. 


Durch das kiirzlich aufgefundene Resorcinverfahren') wird 
Haimin in verhiltnismiBig glatter Reaktion in das als Pyratin 
bezeichnete Eisenporphyratin verwandelt, das in allen bislang 
gepriiften Eigenschaften vollkommen mit dem bei der natiir- 
lichen Darmfaulnis aus Hiimin entstehenden Kopratin’) iiber- 
einstimmt. Das Pyratin laBt sich sowohl durch Hydrazin— 
Kisessig als auch durch Phenol-Oxalsiure, endlich am ein- 
fachsten und mit guter Ausbeute durch Erhitzen in geschmol- 
zener Oxalsiure*) unter Eisenabspaltung in das zugehdrige 
Porphyrin, das Pyroporphyrin, verwandeln, das in allen be- 
kannten Kigenschaften mit dem natiirlichen Kopratoporphyrin ‘) 
iibereinstimmt. — Himin ]aBt sich auch in einem Gang in 
Pyroporphyrin verwandeln, indem man es kurze Zeit in einem 
Gemisch aus Resorcin und Oxalsiiure kocht. Hierbei entstehen 
aber groBe Mengen eines Zersetzungsproduktes. Kiirzlich habe 
ich ein neues einfaches Verfahren aufgefunden, durch das 
Himin ebenfalls in einem Gange in Pyroporphyrin umgewandelt 
wird. Es besteht in der Behandlung von Hiimin mit 
einem siedenden Gemisch aus Phenol und Kalium- 
bisulfat. 


Ausfihrung des Verfahrens. 


Man lést Himin in etwa der 50fachen Menge geschmol- 
zenen Phenols, setzt unter gleichzeitigem Erhitzen Kalium- 
bisulfat in kleinen Anteilen bis etwa zur halben Menge des 
angewandten Phenols hinzu und hilt die Masse so lange im 
Sieden, bis eine Probe der Fliissigkeit in hydrazinhaltigem 
Pyridin gelést auch bei stiirkerer Konzentration nicht oder kaum 
mehr den Streifen des reduzierten Pyratins auf ungefihr py 545, 
sondern nur noch das Porphyrinspektrum (Str. I ungefihr 
uu 621) gibt. Man gieBt die Schmelze in ungefahr die 20 fache 


1) a, a. O., Bd. 178, S.1 (1928). 

*) a. a. O., Spektrochemische Analyse, S. 126. 

) a. a. O., Bd. 178, S. 12. 

‘) Diese Zs. Bd. 149, S. 1 (1925); Bd. 156, S. 61 (1926). 
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Menge destillierten’) Wassers, klirt durch Zusatz iiberschiissiger 
Kalilauge, fallt das Reaktionsprodukt durch Ansduern mit 
Essigsiure, filtriert den Niederschlag ab und reinigt ihn durch 
wiederholtes Umfallen aus sehr verdiinnter Kalilauge mit Essig- 
siure, Auswaschen und Trocknen des Niederschlags. Zur 
Abtrennung beigemengter Reste von Eisenporphyratinen muB 
das Rohporphyrin in jedem Falle einmal mit verdiinnter (etwa 
5°/,iger) Salzsiure ausgezogen und vom Ungeldsten abfiltriert 
werden. Aus dem salzsauren Filtrat wird das Porphyrin durch 
Abstumpfen mit Natriumacetat oder durch Alkalisieren und 
nachfolgendes Ansaéuern mit Essigsiure ausgefallt. Das Roh- 
porphyrin wird nach dem Fraktionierungsverfahren von R. Will- 
stitter und Mieg aus Ather mit Salzsiiure fraktioniert.’) 
Aus der 0,5°/,igen HCl-Fraktion scheidet man das Porphyrin 
mit Natriumacetat oder Kalilauge und Essigsiure ab und 
krystallisiert es aus Ather oder verwandelt es in den Methy]- 
ester’), der aus Chloroform—Methylalkohol krystallisiert und 
durch Umkrystallisieren gereinigt wird. Den Schmelzpunkt 
des nach diesem Verfahren gewonnenen und wiederholt um- 
krystallisierten Methylesters fand ich zu 223°. Ausbeute etwa 
20°/, krystallisierter Methylester. 


Analyse (vgl. Fig. 4 duf Tafel II). 
5,086 mg Subst. gaben 13,075 mg CO,, 2,89 mg H,0, 0,017 mg Rstd. 


5,069 mg ,, »  18,180mg ,, ,2,88mg , ,0,007Tmg ,, . 
2,617 mg  ,, (enth. 0,006 mg Asche) gaben 0,243 cem N (21,5°, 754 mm). 
2,990 mg ez, » 0,007 mg _,, » 0,273 cem ,, (22°, 754 mm). 
8,416mg ,, » 0,008 mg ,, » 2,79 mg AgJ. 


3,500 mg sy, » 0,008 mg _,, » 289mg, 


ED 


1) Beim Aus- und Umfillen des Pyroporphyrins muB reines Wasser 
benutzt werden. Bei Anwendung von ,,Leitungswasser“ kénnen infolge 
Ausflockung des Porphyrins grofe Verluste eintreten. Durch das Ham- 
burger Leitungswasser werden selbst groBe Mengen Pyroporphyrin aus 
alkalischer Lésung (z. B. einige Gramm in 20—40 Liter Wasser) 
quantitativ ausgefallt! 

®) R. Willstitter, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 400, S. 147 (1913); 
ferner Willstatter u. Stoll, Untersuchungen tiber Chlorophyll, Berlin 
1913; vgl. O. Schumm, Spektrochemische Analyse, S. 135. 

8) a, a. O., Bd. 178, S. 16 (1928). 
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C53H,,0,N, Mol.-Gew. 538,47. 
Ber. C 71,34 °/, H 6,36 °/, N 10,41 °/, O-CH, 11,58 °/, 
Gef. a) ,, 71,06 », 6,44 », 10,70 ” 10,82 
b) ,, 70,74 55 6,37 » 10,51 - 10,94 
Spektrometrische Werte. 


1. Lésung in Ather: 

Hauptstreifen I. 621,8; II. 566,8; III. 524,38; IV. gegitterter 
Streifen, mittelste Linie 491,5. 

2. Lésung in etwa 98°/,iger Schwefelsiiure: 

Hauptstreifen I. 592,0; III. uneinheitlicher Streifen mit 2 Maxima, 
Ort des Minimums 548,5. 

8. Lésung in etwa 25°/,iger Schwefelsiure: 

Hauptstreifen I. 591,9; III. 548,6 (Ort des Minimums). 


III. 

In der vorigen Mitteilung konnte auf Grund der spektro- 
chemischen Analyse bereits angegeben werden, da’ Himaterin- 
siure und Hamatoporphyrin-Nencki durch siedendes Resorcin 
ibnlich wie Hamin abgebaut werden. Bei der Fortsetzung 
der Untersuchung hat sich obige Annahme durchaus bestitigt. 
Die Reaktion l4Bt sich ferner auch am Dimethoxyhimin- 
dimethylester) ausfiihren, dem Ergebnis der spektrochemischen 
Untersuchung nach auch am Himatohimatin. Dagegen 
wurde bestitigt, daB sieam Mesoporphyrin und Meso- 
himin nicht gelingt. Insgesamt ergeben die Versuche, daB 
der fiir die Resorcinwirkung bezeichnende Reaktionsverlauf 
(Entstehung der Pyratin- bzw. Pyroporphyrinstruktur) bei den 
2 Carboxylgruppen besitzenden Eisenporphyratinen und Por- 
phyrinen (sowie deren Methylverbindungen) nur dann eintritt, 
wenn deren basische Pyrrolgruppen in den Seitenketten wenig- 
stens eine mehrfache Bindung enthalten. Hierbei sind die 
von W. Kiister geschaffenen Konstitutionsformeln des Himins 
und seiner Derivate zugrunde gelegt. 


1. Abbau von Hamatoporphyrin-Nencki und Hamaterinsaure 
durch siedendes Resorcin. 

Man trigt die Substanz in etwa die 30—50fache Menge 

geschmolzenes Resorcin ein und erhitzt so lange, bis eine 


) Siehe S. 169. 
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Probe in schwach essigsiurehaltigem Ather das reine Pyro- 
porphyrinspektrum zeigt (Str. I etwa 621,5)}), gieBt die Schmelze 
in die 50—100 fache Menge Wasser, filtriert das ausgeflockte?) 
Porphyrin ab, wischt es und reinigt es durch mehrmaliges 
Umfillen aus stark verdiinnter Kalilauge mit Essigsiure, fil- 
triert den Niederschlag ab, lést ihn in méglichst wenig Kis- 
essig, verdiinnt mit viel Ather, wischt die Lésung siurefrei, 
oatue sie wiederholt mit dem gleichen oder halben Volumen 

0,5°/,iger Salzsiure aus, wischt den Salzséureauszug einmal 
nite Ather und fillt das Porphyrin durch Natriumacetat oder 
durch Alkalisieren und nachfolgendes Ansiuern mit Essigsiure 
aus, filtriert den Niederschlag ab, wascht und trocknet ihn, 
verestert ihn durch 1 Stunde langes Kochen mit 1°/, HCl 


enthaltendem Methylalkohol, scheidet den Ester in bekannter 
Weise ab und krystallisiert inn aus Chloroform—Methylalkohol.*) 


Zur Verseifung des Esters kocht man ihn entweder lingere 
Zeit mit etwa 5°/,iger Kalilauge oder einige Minuten mit 
25°/,iger Salzsiiure. Die Salzsiurezahl des freien Porphyrins 
ist etwa = 0,4. Ausbeute an krystallisiertem Methylester un- 


gefiihr 20°/,, F.P. 224—225°. 


Methylester des aus Hamatoporphyrin-Nencki durch siedendes 
Resorcin dargestellten Abbauprodukts. 


Analyse: 
4,977 mg Substanz gaben 13,040 mg CO,, 2,93 mg H,O, 0,017 mg Asche. 
5,508 mg - m 14,380 mg ,,, 3,2lmg , , 0,012 mg , . 
2, 479 mg »  (enth. 0, 006 mg Asche) gaben 0,231 cem N (22°, 766 mm). 
2°52 23 mg » Loe 006 — » ) » @ 232 ecm ,, (21°, 766 mm). 
5, 797 mg so t« 0,017 — » ) we 0,511 ecm ,, (17°, 755 mm). 
5 791 mg » ( 5 0,017mg ,, ) 4, 0,512 cem,, (18°, 757 mm). 
C,.H,,N,0, = Pyroporphyrinmethylester‘) 
Ber. C 71,34 °/, H 6,36 °/, N 10,41 °%, 
Gef. I. ,, 71,74 , 6,61 10,89 
II. ,, 71,39 » 6,54 "10,79 
Il. , — » » 10,8 
IV. , a » 10,56 





1) AuBerdem besteht noch der Streifen eines Zersetzungsproduktes 


auf ungefiihr uu 646. 
*) Bei mangelhafter Ausflockung alkalisieren und mit Essigsiure 


ansiuern. 
5) Vgl. Diese Zs. Bd, 178, S. 16 (1928). 
‘) Vgl. Diese Zs. Bd. 178, S. 17 (1928). 




















I. Uber die Gewinnung von Hiiminderivaten durch Brenzreaktionen. 167 


Spektrometrische Werte. 


1. Lésung in Ather: 

Hauptstreifen I. 621,7; II. 566,6; III. 524,0; IV. gegitterter 
Streifen, mittelste Linie 491,5. 

2. Lésung in etwa 98°/, iger Schwefelsiiure: 

Hauptstreifen I. 592,0; III. uneinheitlicher Streifen mit 2 Maxima, 
Ort des Minimums 548,0. 


Spektrometrische Werte des Methylesters des Porphyrins, das 
aus Hamaterinsaure durch Sieden in Resorcin gewonnen wurde. 

1. Lésung in Ather: 

Hauptstreifen I. 622,2; II. 567,0; III. 5244; IV. gegitterter 
Streifen, mittelste Linie ungefihr 492,0. 

2. Lésung in etwa 98°/,iger Schwefelsiure: 

Hauptstreifen I. 592,0; III. uneinheitlicher Streifen mit 2 Maxima, 
Ort des Minimums 548,0. 


2. Abbau von Uroporphyrin durch siedendes Resorcin, 


Man kocht das Uroporphyrin in der 30—50fachen Menge 
Resorcin, bis eine Probe in Pyridin oder schwach essigsiure- 
haltigem Ather das Koproporphyrinspektrum zeigt (Str. I etwa 
623 bzw. 623,5). Die Reaktion ist in wenigen Minuten durch- 
gefiihrt. Man erhitzt nicht linger als unbedingt notwendig, 
da sonst zuviel Nebenprodukt entsteht. Man gieBt die Schmelze 
in viel Wasser, klirt durch Zusatz von Kalilauge und sauert 
mit Essigsiure an. Da das entstandene Koproporphyrin leicht 
groBenteils kolloidal gelést bleibt, empfiehlt es sich, die stark 
essigsaure Flissigkeit mit viel Ather auszuschiitteln, den Ather 
einige Male zu waschen, mit etwa 5°/,iger Salzsiiure aus- 
zuziehen und das Koproporphyrin daraus durch Abstumpfen 
mit Natriumacetat oder Alkalisieren und Ansiuern mit Essig- 
siure auszufillen. Es wird abfiltriert, gewaschen, getrocknet, 
durch 1 Stunde langes Kochen mit 1°/, Salzsiure enthaltendem 
Methylalkohol verestert und der Ester nach dem Vorgange 
H. Fischers!) aus Chloroform—Methylalkohol krystallisiert.*) 


) Diese Zs. Bd. 95, S. 34 (1915); Bd. 96, S. 148 (1915); vgl. auch 
diese Zs. Bd. 105, S. 158 (1919). 

*) Ich erhielt den Ester beim Umkrystallisieren leicht in 1—2 mm 
langen Krystallen. 
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Den Schmelzpunkt fand ich zu 249°. — Ein gegensitz- 
liches Verhalten zeigt der Uroporphyrinmethylester. 
Bei kurzem Kochen in Resorcin geht er nicht in Kopro- 
porphyrin tiber, bei langerem Brhitson tritt voll- 
stindige Zersetzung ein. 


Analyse des aus Uroporphyrin durch Sieden in Resorcin und 
nachfolgende Veresterung gewonnenen Koproporphyrinmethyl- 


esters. 
5,192 mg Substanz gaben 12,860 mg CO,, 3,08 mg H,O, 0,021 mg Asche. 
5,386 mg - »  13,820mg ,, , 323mg ,, , 0,037mg __,, 
5,780 mg 5,  (aschefrei) gaben 0,388 ecm N (19°, 757 mm), 
4,998 mg » ( 5  ) 5, 0,839 cem ,, (19,5°% 758 mm). 
5,241 mg » ( 4) 5) 0,860 cem ,, (20,5°, 754,5 mm). 
4,976 mg » ( » +) 4» 426,472 mg AgJ. 
5,950 mg » » ) = See » 
5,245 mg » ” ) 5» 6,743 mg ,, . 
C,,H,,.N,0, = Koproporphyrinmethylester 

Ber. C 67,779, H 626%  N 7,91°%, O-CH, 17,52 %, 
Gef. I. ,, 67,85 » 6,66 » 7,82 » 17,19 

Il. ,, 67,92 » 6,76 » 7,90 » 16,96 

i. — i » 1,93 » 16,99 


Der Versuch wurde mit dem gleichen Ergebnis wiederholt. 
5,127 mg Substanz gaben 12,640 mg CO,, 2,96 mg H,O, 0,026 mg Asche. 
5,121 mg ~ » 12,625 mg CO,, 2,95 mg H,O, 0,01 mg Asche. 


Ber. © 67,779/, H 6,26°, 
Gef. I. C 67,609, H 6,50°, II. C 67,89°/, H 6,47°%). 


Spektrometrische Werte des aus obigem Koproporphyrin- 
methylester durch Verseifen mit siedender Kalilauge gewonnenen 
Koproporphyrins. 

1. Lésung in schwach essigsiiurehaltigem Ather: 
Hauptstreifen I. 623,8; II. 567,9; III. 525,9; IV. Mitte etwa 
495,0. 


2. Lésung in etwa 98°/,iger Schwefelsiure: 
Hauptstreifen I. 593,7; III. 550,5 (Ort des Minimums). 


8. Lésung in 25°/,iger Salzsiure: 

‘Hauptstreifen I. 593,3; III. 550,1 (Ort des Minimums). 

Beim Schiitteln dieser Lésung mit gleichviel Chloroform bleibt 
der Farbstoff nahezu quantitativ in der Salzsiiure. 
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8. Abbau von Dimethoxyhamindimethylester') durch Resorcin. 


Die Reaktion lat sich sowohl bei 190—195° als auch 
im Sieden durchfiihren. Im zweiten Falle wird ein Produkt 
erhalten, das groBenteils kaliléslich ist, demnach auch Ester- 
methyle verloren haben diirfte. 


a) Man traigt die Substanz in etwa die 30fache Menge 
geschmolzenes Resorcin ein und halt das Gemisch auf etwa 
190—195°, bis eine Probe in hydrazinhaltigem Pyridin gelést 
das reine Kopratinspektrum zeigt (Str. I 545, II. etwa 
516 usw.).”) Die Umwandlung erfolgt in sehr kurzer Zeit 
(Dauer kaum 10 Minuten). Man gieBt die Schmelze in etwa 
die 100 bis 150 fache Menge Wasser, filtriert den Niederschlag 
ab und wiascht ihn gut aus. 

Zur Gewinnung der eisenfreien Verbindung lést man den 
getrockneten Niederschlag in einer reichlichen Menge*) eines 
Gemisches aus 3—4 ccm Hydrazinhydrat und 100 ccm Kis- 
essig und laBt das Gemisch bei gewéhnlicher Temperatur so 
lange stehen, bis die Porphyrinbildung abgeschlossen ist. Zur 
Gewinnung des entstandenen Pyroporphyrinesters verdiinnt 
man die Fliissigkeit mit so viel Wasser, da8 der Farbstoff 
ausfallt, filtriert ihn ab, wascht ihn griindlich mit Wasser aus, 
trocknet ihn und unterwirft ihn der Sicherheit halber*) noch 
dem Veresterungsverfahren, indem man ihn 3/, Stunde mit 
1°/, HCl enthaltendem Methylalkohol am Riickflu8kihler kocht, 
iiberfiihrt den Ester daraus in bekannter Weise in Chloroform, 
engt die filtrierte Chloroformlésung auf ein kleines Volumen 
ein und versetzt sie mit dem mehrfachen Volumen heifen Methy]l- 
alkohols. Beim Erkalten scheidet sich der Ester aus. Man 
reinigt ihn durch wiederholtes Umkrystallisieren aus Chloroform— 


‘) Der Dimethoxyhimindimethylester war nach dem vom Verf. und 
E. Mertens aufgefundenen Verfahren dargestellt, siehe diese Zs. Bd. 117, 
S. 22 (1928). 

2) a. a. O., Bd. 178, S.9 (1928). 

*) Auf 1g urspriinglich in Arbeit genommener Substanz '/, bis 
1 Liter. 

‘) Uberwiegend besteht das Piodukt aus Ester; es list sich gréBten- 
teils leicht in Chloroform auf. 
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Methylalkohol. Schmelzp. 222,5°. Zur Gewinnung des freien 
Porphyrins verseift man den Ester durch einige Minuten langes 
Kochen seiner Lésung in 25°/,iger Salzsiure oder langeres 
Kochen in verdiinnter Kalilauge. Die Salzséurezahl des 
freien Porphyrins fand ich gleich der des Pyroporphyrins zu 
etwa 0,4. 

Anmerkung. Die Enteisenung libt sich auch gut mit Oxalsiure 
ausfiihren. Die Ausbeute an reinem kristallisierten Methylester betrug 
in solechen Versuchen 40—50 °/,. 

b) Man verfahrt wie bei ,,a“ mit dem Unterschiede, dab 
das Gemisch aus Substanz und Resorcin einige Zeit (etwa 
6—15 Minuten) gekocht wird, gieBt die Masse in etwa die 
200 fache Menge Wasser, setzt Kalilauge hinzu, siuert mit 
Kssigsiiure an, filtriert den Niederschlag ab und reinigt ihn 
durch mehrmaliges Umfillen aus schwach alkalisiertem destil- 
liertem Wasser mit Essigsiiure, enteisent ihn') in der unter 
,a‘* beschriebenen Weise, flockt das Roh-Porphyrin durch Ver- 
diinnen der Fliissigkeit mit Wasser aus (s.0.), filtriert den 
Niederschlag ab, zieht ihn mit etwa 5°/,iger Salzsiure aus, 
fallt die filtrierte Lésung durch Alkalisieren und Ansiiuern 
mit Kssigsiure, filtriert das Porphyrin ab, wiascht es aus, 
trocknet und verestert es durch einstiindiges Kochen mit 1°/, 
Salzsiiure enthaltendem Methylalkohol. Schmelzpunkt des 


Esters 223°. 


Analyse des nach ,a“ dargestellten Methylesters. 
4,658 mg Substanz gaben 12,160 mg CO,, 2,80 mg H,O, 0,006 mg Asche. 


4,719 mg » »  12,320mg ,, , 2,8lmg , , 0,006mg _,, 
Fiir C,,H,,N,0, (Pyroporphyrinmethylester) 
Ber. C 71,34 °/, H 6,36 %/, 
Gef. I. ,, 71,31 6,73 
II. ,, 71,31 ,, 6,67 


Analyse des nach ,,b“ dargestellten Methylesters. 


4,519 mg Substanz (aschefrei) gaben 11,800 mg CO,, 2,54 mg H,0. 
2,962 mg ” ( yy ) 4, 0,272 ccm N (22°, 752 mm). 
2,884 mg ‘ ( 5 ) 4 0,264 cem ,, (22°, 752 mm). 


') Man kann die Oxalsiiure-Enteisenungsmethode hier auch an- 


wenden. 
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Fiir C,,H,,N,0, (Pyroporphyrinmethylester) 


Ber. C 71,34 %/, H 6,36 %, N 10,41 °%, 
Gef. I. ,, 71,24 , 6,29 ,, 10,51 
i. —- i » 10,48 


Spektrometrische Werte des obigen Dimethylesters (vgl. S. 155). 


1. Lésung in Ather: 

Hauptstreifen I. 621,7; II. 566,5; lI. 524.2; IV. gegitterter 
Streifen, mittelste Linie 491,5. 

2. Lésung in etwa 98°/,iger Schwefelsiiure: 

Hauptstreifen I. 591,6; III. uneinheitlicher Streifen mit 2 Maxima, 
Ort des Minimums 548,0. 


Spektrometrische Werte des Methylesters des Porphyrins, das 
aus Himatohamin’) durch Behandlung mit siedendem Resorcin 
und nachtragliche Enteisenung gewonnen war. 


1. Lésung in Ather: 

Hauptstreifen I. 621,9; II. 566,8; II]. 524.5; IV. gegitterter 
Streifen, mittelste Linie ungefiihr 492,0. 

2. Lésung in etwa 98°/,iger Schwefelsiure: 


Hauptstreifen I. 592,2; III. uneinheitlicher Streifen mit 2 Maxima, 
Ort des Minimums 548,2. 


4 Das Verhalten von Mesoporphyrin gegen siedendes Resorcin. 


Nach dem Verfahren von Zaleski dargestelltes Meso- 
porphyrin wurde mehrere Minuten in etwa der 30 fachen Menge 
Resorcin gekocht und die Schmelze in etwa die 200 fache 
Menge Wasser gegossen, der Niederschlag?) abfiltriert und 
durch mehrmaliges Umfillen aus einer reichlichen Menge 
schwach alkalischem Wasser mit Essigsiure gereinigt, ab- 
gepreBt, getrocknet und durch 1 Stunde langes Kochen mit 
1°/, Salzsiure enthaltendem Methylalkohol verestert, der Ester 
in bekannter Weise abgeschieden und mehrmals umkrystalli- 
siert. Schmelzp. 210,5°. (Schmelzpunkt des Pyroporphyrin- 
methylesters dagegen 223°.) Die spektrometrischen Werte des 
Kérpers passen auf den Mesoporphyrinester und weichen ent- 





*) Himatohimin = Eisenkomplexverbindung des Himatoporphyrin- 
Nencki. 
*) Vgl. FuBnote 2 S. 166. 
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sprechend stark von denen des Pyroporphyrinesters ab (vgl. 


S. 166). 
Analyse. 
5,081 mg Substanz gaben 13,430 mg CO, und 3,22 mg H,0. 
4,531mg__s, »  11,940mg CO, ,, 2,87 mg H,O. 
1,880 mg ™ i 0,151 cem N (19°, 761 mm), 
2,122 mg " - 0,175 cem N (22°, 770 mm). 


C;,H,.N,O, (Mesoporphyrindimethylester) 
Ber.  C 72,69, H 7,12%, N 9,43°%, 
Gef. I. ,, 72,11 » 1,09 » 9,40 

II. ,, 71,90 , 7,09 > 9,67 


Spektrometrische Werte. 


1. Lésung in Ather: 
Hauptstreifen I. 623,0; II. 568,0; III. 425,8; IV. Mitte un- 


gefihr 493,0. 


2. Lésung in etwa 98°/,iger Schwefelsiure: 
Hauptstreifen I. 594,7; III. uneinheitlicher Streifen mit 2 Maxima. 
Ort des Minimums 551,0. 


Abbau von Hamin durch Oxyhydrochinon. 


Himin wird durch Erhitzen mit etwa der 10fachen Menge 
Oxyhydrochinon in guter Ausbeute in einen Kérper umgewandelt, 
der sich spektroskopisch wie Pyratin verhilt (H.P.-Wert 545 
und bei der Enteisenung mit Oxalsiiure ein Porphyrin liefert, 
das die Kigenschaften des Pyroporphyrins besitzt. Der Methyl- 
ester obigen Porphyrins hat die Krystallform und Zusammen- 
setzung des Pyroporphyrinmethylesters: 

4,141 mg Substanz gaben 10,740 mg CO,, 2,39 mg H,O, 0,020 mg Asche. 

4,414 mg Substanz gaben 0,392 ccm N (21,5°, 771 mm). 


4,847 ,, ‘ »» 0,425 4, 4, (18,5°, 768 mm). 
Fiir Pyroporphyrindimethylester (C,,H,,N,O,) 
Ber. C 71,34, H 6,36, N 10,41 °/, 
Gef. a) C 71,11, H 6,49, N 10,44 %, 
~ b — — N 10,38 5. 


II. Bakteriochemische Darstellung von Kopratoporphyrin. 
Die Darstellung des Kopratoporphyrins aus Blut laéBt sich, wenn nach 
geniigend langer freiwilliger Faiulnis bei etwa 37° auBer Kopratin keine 
beachtlichen Mengen eines anderen Eisenporphyratins mehr vorhanden 
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, sind’), verhiltnismaibiz einfach durchfiihren: Man benutzt entweder die 

ganze Blutmasse oder den kopratinreichen Bodensatz. Man kann das 

Kopratin daraus mit Eisessig und Ather extrahieren, die Lisung wieder- 

holt mit Wasser waschen, danach den Ather verdampfen, den Riickstand 

zum Enteisenen mit hydrazinhaltigem Eisessig mischen und einige Tage 

stehen lassen. Statt dessen kann man auch die gefaulte Blutmasse mit 

der 100 fachen Menge Eisessig, dem vorher 3—4°/, Hydrazinhydrat zu- 

gesetzt waren, mischen und einige Tage stehen lassen. Endlich kann 

man das Kopratin auch aus dem gefaulten Blut durch Zusatz von Kali- 

lauge, Verdiinnen mit Wasser, Filtrieren und Ausfillen mit Essigsiure 

roh abscheiden, auswaschen, trocknen und nun mit Hydrazin-Eisessig 

enteisenen. Zur Abscheidung des entstandenen Kopratoporphyrins wird 

das Reaktionsgemisch nach mehrtigigem Stehen mit der 5—10 fachen 

Menge reinen Athers gemischt, durch EinflieBenlassen von Wasser ent- 

mischt, der Ather abgetrennt, wiederholt mit Wasser gewaschen und mit 

etwa 6—12°/,iger Salzsiure ausgezogen, das Porphyrin daraus mit Natrium- 

acetat in reinen Ather gebracht, dieser wiederholt mit Wasser gewaschen, 

vieder mit 5—6°/,iger Salzsiiure ausgezogen und daraus durch Alkali- 

ieren mit Kalilauge und Ansiuern mit Essigsiure das Kopratoporphyrin 

ausgefillt, abfiltriert, gewaschen und getrocknet, mit 1°/, Salzsiure ent- 

haltendem Methylalkohol durch 1 stiindiges Kochen am Riickflubkiihler 

verestert, der Ester daraus in bekannter Weise abgeschieden und durch 
(mkrystallisieren aus Chloroform-Methylalkohol gereinigt. 

Ist das Kopratoporphyrin einigermaben rein, so muB eine in schwach 

essigsiurehaltigem Ather geléste Probe das reine Spektrum dvs Koprato- 

porphyrins geben, dessen Hauptstreifen I. auf etwa 621,5 liegt und voll- 

kommen symmetrisch ist. Eine stirkere Beimengung von Himaterin- 

siure (Protoporphyrin) wiirde sich durch ein Mischspektrum, namentlich 

dureh einen schmalen Streifen im Rot auf etwa 632,5 bemerkbar machen. 

Wiiren neben Kopratoporphyrin gréBere Mengen ,,Saproporphyrin D“?*) 

vorhanden, so wiirde der Hauptstreifen etwas rotwiirts von 621,5 liegen. 

Will man eine Verunreinigung durch eins dieser Porphyrine vermeiden, 

dann empfiehlt es sich, das Roh-Kopratoporphyrin zuniichst aus dtheri- 

scher, danach aus salzsaurer Liésung folgendermaBen zu fraktionieren: 

Man lést das Roh-Kopratoporphyrin in wenig Eisessig, verdiinnt mit 

viel Ather und wiischt die Lésung mit Wasser siiurefrei, schiittelt sic 

‘inige Male mit kleinen Mengen 0,2°/,iger Salzsiure aus, verwirft diese 

\usziige, schiittelt den Ather danach mit gréBeren Mengen 0,4°/,iger Salz- 

siiure aus, in die hauptsichlich das Kopratoporphyrin iibergeht. Aus der 

(,4°/,igen Salzsiure wird das Kopratoporphyrin mit Natriumacetat in 

reinen Ather gebracht, dieser mit Wasser siiurefrei gewaschen und danach 









1) H.P.-Wert der Masse dann = 545. 


”) Diese Zs. Bd. 169, S. 52 (1927). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXI. 12 
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entweder mit 25°/,iger Salzsiiure ausgezogen oder abdestilliert und der 
Riickstand mit 25°/,iger Salzsiure aufgenommen. Zur Entfernung etwa 
noch beigemengten ,,Saproporphyrins D“ wird die Lésung des Koprato- 
porphyrins in 25°/,iger Salzsiiure etwa 10mal mit !/, bis 1 Vol. reinsten, 
namentlich auch vollkommen alkoholfreien Chloroforms ausgezogen. Das 
in der Salzsiiure verbliebene Kopratoporphyrin wird durch Abstumpfen 
mit Natriumacetat oder Alkalisieren mit Kalilaunge und Ansiiuren mit 
Kssigsiiure ausgefillt, griindlich gewaschen, getrocknet und in der oben 
angegebenen Weise in den Methylester verwandelt oder aus Ather 
krystallisiert. Aus dem krystallisierten Methylester gewinnt man das 
freie Porphyrin, indem man ihn mit etwa der 100—200fachen Menge 
25° ,iger Salzsiure mehrere (etwa 4) Minuten kocht, die Lésung mit 
Wasser verdiinnt, filtriert, abkiihlt und mit Kalilauge alkalisiert, mit 
Kxsigsiure ansdiuert, den Niederschlag abfiltriert, auswischt und trocknet. 

Bei den sehr vielen von mir sowohl an Blut verschiedener Tierarten 
als auch an Organen durechgefiihrten Versuchen habe ich oft trotz Impfung 
mit l’aezes und 1 Jahr langer Fiiulnis keine vollstandige Umwandlung des 
Blutfarbstoffs in Kopratin erzielt. In vielen Fiillen enthielt die gefaulte 
Masse ein Gemisch aus wechselnden Mengen Himatin und Kopratin, bei 
Organen oft ein Gemisch der Eisenverbindung des ,,Saproporphyrin D“ 
mit Kopratin und Himatin; in keinem Falle konnte die Eisenverbindung 
des Koproporphyrins aufgefunden werden. Die Aufarbeitung derartiger 
Gemische ist wesentlich umstiindlicher. Nachdem man die Masse in der 
oben beschriebenen Weise mit Hydrazin-Kisessig enteisent und das rohe 
Porphyringemisch durch wiederholtes Uberfiihren in Salzsiiure und daraus 
in Ather gereinigt hat, wiischt man die iitherische Lésung mit Wasser 
siurefrei und fraktioniert sie durch Ausziehen mit a) 0,2°/,iger, b) 0,4 °/,iger, 
c) 1°/,iger, d) 5°/,iger Salzséure. Die Ausziige mit 0,2- und 5°/,iger 
Salzsiure werden nicht benutzt. In die 0,4°/, igen Salzsiure-Ausziige geht 
vorwiegend Kopratoporphyrin, der 1°/,ige Salzsiiure-Auszug enthilt ein 
Gemisch aus vorwiegend Kopratoporphyrin und ,,Saproporphyrin D“. 
Diese Fraktion wird mit Natriumacetat in Ather gebracht, der Ather 
siiurefrei gewaschen und wieder mit 0,2-, 0,4-, 1- und 5°/,iger Salzsiure 
fraktioniert. Die gesamten mit 0,4°/,iger Salzsiure hergestellten 
Ausziige werden mit Natriumacetat in Ather gebracht, dieser siiurefrei 
gewaschen und entweder mit 25°/,iger Salzsiure ausgezogen oder ab- 
destilliert und der Riickstand mit 25°/,iger Salzsiiure aufgenommen. Die 
Lésung in 25°%,iger Salzsiure wird etwa 10mal mit '/, bis 
1 Vol. vollkommen reinen Chloroforms ausgezogen, um noch 
beigemengtes ,Saproporphyrin D*“ méglichst zu entfernen. 
Aus der Liésung in 25°/,iger Salzsiiure wird das Kopratoporpbyrin in 
der oben beschriebenen Weise abgeschieden, in den Metbylester ver- 
wandelt, dieser durch hiiufiges Umkrystallisieren gereinigt. Der F.-Punkt 
meiner besten Priiparate lag bei 225°, der nicht so vollkommen ge- 
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reinigten, wenn auch gut krystallisierten Priiparate bsi_218, 219, 
220 und 221°. — Ein Gemisch aus gleichen Mengen des bei 223° 
schmelzenden Esters und des nach dem Resorecinverfahrens usw. dar- 
gestellten Pyroporphyrinmethylesters schmilzt bei 225°, 

Mit dem bakteriochemisch aus Blut oder Ochsenherzen gewonnenen 
Kopratoporphyrin stimmt das aus Himin durch das Resorcinverfahren 
und nachfolgende Enteisenung auf rein chemischem Wege gewonnene 
Pyroporphyrin in allen gepriiften Kigenschaften vollstiindig iiberein. 
Auf bakteriochemischem Wege lassen sich einige Gramm analysenreiner 
Kopratoporphyrinmethylester bei durchschnittlichen Institutsverhiltnissen 
unter sehr groBem Aufwand von Chemikalien und Zeit und steter Be- 
listigung der Umgebung durch den durchdringenden Fiikalgeruch der 
Materialien bestensfalls im Laufe vieler Monate gewinnen. Nach dem 
Resorcinverfahren kann man aus vorhandenem Himin bedeutend gréBere 
Mengen von reinem Pyroporphyrinmethylester innerhalb weniger Tage 
darstellen. (Aus 20 g Hiimin erhielt ich ungefiihr 10 g.) — Wegen der 
Analyse des nach dem hier genauer beschriebenen bakteriochemischen 
Verfahren dargestellten Kopratoporphyrinmethylesters sei auf die vorige 
Abhandlung in Bd. 178, S. 17 (1928), verwiesen. 


Zusammenfassung. 


Ks werden beschrieben: 

1. Ein neues Verfahren zur Decarboxylierung von Por- 
phyrinen und Kisenporphyratinen. 

2. Die Darstellung von Atiomesoporphyrin nach dem 
Paraftinverfahren. 

3. Die Darstellung und Kigenschaften des Atiopyropor- 
phyrins. 

4. Die Darstellung verschiedener Atioporphyrine aus Himin 
nach dem Paraffin—Phenol—Oxalsiureverfahren. 

5. Kin neues Verfahren zur Umwandlung von Himin in 
Pyroporpbhyrin. 

6. Die bei der Anwendung des Resorcinverfahrens auf 
Himaterinsiiure, Hiimatoporphyrin(-Nencki), Uroporphyrin, Di- 
methoxyhimindimethylester und Himatohiimin entstehenden 
Umwandlungsprodukte. 

7. Der Abbau von Haémin durch Oxyhydrochinon. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danke 
ich fiir die mir gewihrte Unterstiitzung. 


12" 
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Uber die Schwermetalle der menschlichen Leber und ihren 
spektrographischen Nachweis. 
Von 
Hilde Turnwald und Felix Haurowitz. 


Mit 1 Figur im Text und Tafel III. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der deutschen Universitét Pray. ) 


) 


(Der Redaktion zugegangen am 25. Oktober 1928,) 


In menschlichen und tierischen Organen finden sich regel- 
miBig geringe Mengen von Cu, Sn, As, Mn, Zn, Co, Ni und 
anderen Schwermetallen.') Ihre Bedeutung ist bisher unklar. 
Es liegt nahe, an katalytische Fahigkeiten und Zusammenhang 
mit den Enzymen der Organe zu denken.*) Zur Aufklirung 
dieses Problems haben wir enzymreiche und enzymarme Frak- 
tionen der menschlichen Leber auf das Vorkommen der ge- 
nannten Elemente untersucht. Die Schwierigkeiten solcher 
mikrochemischer Analysen wachsen unverhaltnismiBig mit der 
Zahl der gleichzeitig zu untersuchenden Metalle. Sie lassen 
sich jedoch durch Anwendung der Emissionsspektrographie 
umgehen, denn es gelingt mit ihrer Hilfe, alle Klemente in 
einem einzigen Arbeitsgang nachzuweisen. Die Methode ist 
von Biologen bisher bloB zum toxikologischen Nachweis von 
Pb, Hg und Bi angewendet worden®); ihre Kignung zum Nach- 
weis der physiologischen Elemente ist noch nicht erprobt. 

Wir gewannen bei Anwendung der Spektrographie die 
folgenden Erfahrungen. — 1. Aschen von menschlichen 
Lebern geben im Ultraviolett neben zahlreichen Linien des 
EKisens deutlich die Linien von Cu, Sn, Zn und Mn. — 

') Vgl. hierzu Spiro, Ergebn. d. Physiol. Bd. 24, 8. 474 (1925). 

*) Przylecki u. Trszkowski. Compt. rend. soe. biol. Bd. 98, 
S. 787 (1928). 

5) Bayle, Fabre u. George, bull. soc. chim. biol. Bd. 7, S. 1168 
(1925); Klostermann, Naturwissenschaften Bd. 14, 8S. 1116 (1926). 
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2. Daneben sind die Linien von P, Mg und Ca sichtbar. 
Trotzdem diese den Nachweis der Schwermetalle nicht stéren, 
empfiehlt es sich, Alkali- und Erdalkalimetalle abzutrennen, 
da ihre groBe Menge das Einengen der Lésungen erschwert. — 
3. Neben den genannten Linien waren auch in stark konzen- 
trierten Lésungen der Aschen andere Linien nicht sichtbar, 
insbesondere nicht jene von Co und Ni; dies war auf Grund 
der auBerordentlich geringen Mengen?) dieser Metalle zu er- 
warten. — 4. Bei Fraktionierung menschlicher Lebern in 
enzymreiche und -arme Fraktionen fanden sich Cu, Sn, Zn und 
Mn in allen Fraktionen. 

Ks wurde also kein Zusammenhang zwischen Metall- 
gehalt und Gehalt an Enzymen (Esterase, Katalase) beob- 
achtet. Die Hauptmenge der Metalle ist sicher in katalytisch 
unwirksamer Form vorhanden. Es ist jedoch nicht aus- 
zuschlieBen, daB einzelne der untersuchten Metalle in ver- 
schiedenen chemischen Bindungen vorkommen und da’ nur 
eine gewisse Bindungsart katalytisch wirksam wire. Uber 
deren Existenz und Verteilung zwischen enzymreiche und -arme 
Fraktionen gestattet unsere Methode keine Aussage. 


Experimenteller Teil. 

Wir verwendeten fiir unsere Versuche den Quarzspektro- 
graphen fiir Chemiker mit neuer Form des Funkenstativs nach 
de Gramont.’?) Als Elektroden diente ein Kohlenpaar; die 
obere Kohle war zugespitzt, die untere ausgehdhlt und diente 
zur Aufnahme der Lésungen. Die Aufnahmen erfolgten bei 
einer Kapazitait von 1800 cm, einer Selbstinduktion von etwa 
360 cm, einer Stromstirke von 0,9 Amp. und bei 10 uw Spalt- 
breite. Die 8 Aufnahmen einer jeden Serie (s. Figur) wurden 
durch Verschieben einer stufenférmigen Blende, also ohne daB 
die Platte ihre Lage inderte, gewonnen; sie sind daher unter- 
einander vergleichbar. 

Die verwendeten Agfa-Extrarapidplatten wurden in ,,Rodinal ent- 


wickelt und mit saurem Schnellfixiersalz fixiert. Zur Auswertung der 


') Bertrand u. Macheboeuf, C. R. Bd. 180, S. 1380 (1925). 
*) Chemikerztg. Bd. 46, S. 516 (1922). 
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Spektrogramme wurde ein MeBmikroskop verwendet. Die genauere Be- 
schreibung der Apparatur wird durch G. F. Hiittig u. H. Turnwald') 
erfolgen. 

Wir untersuchten Lebern von gesunden tédlich verun- 
gliickten Erwachsenen. Sie wurden in eiserner (Sn- und Zn- 
freier) Fleischmaschine zerkleinert und der erhaltene Brei in 
groBen (Quarzschalen langsam verkohlt. Die Kohle wurde 
mit Wasser ausgezogen, bei Rotglut und kleiner Flamme weiter 
verascht, Asche und Wasserauszug vereinigt am Wasserbade 
eingedampft und in 20 ccm 10°/,iger HCl gelost. 

Die salzsaure Lisung wurde in den ersten Versuchen ohne weitere 
Verarbeitung direkt auf die untere Kohle der Funkenstrecke gebracht. 
Das erhaltene Emissionsspektrum verglichen wir mit dem Spektrum einer 
Liésung, die die zu erwartenden Salze in jenen Mengen enthielt, dic 
nach Analysen der vorliegenden Literatur fiir die Leber zu erwarten 
waren. Fiir diese Vergleichslésung wurden 0,44 g ZnSO,, 0,2 g MnCO,, 





0,12 g CuO, 0,6 g Ferriammonsulfat, 0,1 g SnCl,-2H,O, ferner 2 mg Ni- 
und 4 mg Co-Carbonat in 10 cem 10°/,iger HCl gelést. Im Spektrum 
der veraschten Leber fanden wir die im Vergleichsspektrum vor- 
handenen Linien von Fe, Cu, Sn, Zn und Mn, ferner die Linien 
P 2553, P 2555, Mg 2795, Mg 2802, Mg 2852, Ca 3158 und Ca 3179. 
Andere Linien, vor allem jene von Ni und Co fehlten; auch in der Ver- 
gleichslésung waren die letzteren nicht zu sehen; in dem untersuchten 
Bereich des Ultraviolett waren auch keinerlei Linien der Alkalimetalle 
zu beobachten. Da die groBen Mengen der Alkali- und Erdalkalisalze 
jedoch ein weiteres Einengen der Aschenlésung verhinderten, wurden 
sie in den folgenden Versuchen stets von den Schwermetallen abgetrennt. 


Zur Abtrennung der Alkali- und Erdalkalimetalle wurde 


die salzsaure Lésung mit H,S gesiittigt, der Niederschlag mit 
H,S-haltigem Wasser gewaschen, Filtrat und Waschwasser mit 


') Zs. f. analyt. Chem. Bd. 76 (im Druck). 
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Ammoniak und Schwefelammon behandelt und neuerlich fil- 
triert. Die derart ausgefillten Sulfide der Schwermetalle 
wurden vereinigt und samt Filtern in Quarztiegeln verascht, 
die Asche in méglichst wenig 10°/,iger HCl gelést. Diese 
Lésungen wurden — nach Aufriihren kleiner Mengen ungeléster 
Silicate — auf die untere Kohle der Funkenstrecke gebracht. 

Die Anordnung der Aufnahmen zeigen Tab. II und die 
Tafel. Es ist aus diesen auch ersichtlich, daB die verwendeten 
Kohlen trotz aller auf ihre Reinigung verwendeten Sorgfalt 
Spuren von Cu und Mn enthalten. Die Intensitit der hier- 
durch hervorgerufenen Linien ist jedoch so gering, daB der 
Nachweis von Cu oder Mn nicht gestért wird. Als Vergleichs- 
lésung fiir Cu, Sn, Mn und Zn wurden 1—10°/, ige Lésungen 
der betreffenden Chloride verwendet. 

Bei den Enzymversuchen wurde der Leberbrei einer ganzen 
Leber mit Aceton, Ather—Aceton und Ather nach Willstitter 
behandelt, der auf Filterpapier getrocknete Riickstand mit 
5 Liter n/40-NH, 2 Stunden lang stehen gelassen, dann ab- 
gepreBt; der NH,-Extrakt wurde mit Essigséure angesiuert, 
die dadurch erzielte Fallung abzentrifugiert. Auf diese Weise 
wurden 4 Fraktionen I—IV (s. Tab. I) erhalten. In kleinen 











Tabelle I. 
Gehalt an An Katalase 
Fraktion Esterase in | in 30’ zerstérte 
B.-[e]. cem n/10-H,O0, 
I = Aceton- und Atherextrakt . . . 0 0 
Il = Riickstand nach NH,-Extrakt. . 0) 0 
Ill = Filtrat von Essigsiiurefiallung. . U 0,25 
IV = Essigsiiurefillung . . . . . . 5,1 4,4 


Teilen der Suspension von I und II, bzw. der Lésung von III 
und 1V in m/5-Phosphatpuffer von p,, 7,5 (verdiinnt 1:30) er- 
folgte Bestimmung der Leberesterase') und Leberkatalase.’) 


1) Willstitter, Waldschmidt-Leitz u. Memmen, Diese Zs. 
Bd. 29, S. 1 (1923). 
*) Rona u. Damboviceanu, Biochem. Zs. Bd. 134, S. 20 (1923). 











‘Tabelle LI. 
Nachweis von Cu, Sn, Zn und Mn in den Leberfraktionen I, II, LI, LV. 

















Metall und Wellenliinge in AE. | 3345 Zn 3274 Cu/ 3248 Cu/ 2863 Sn | 2706 Sn {2606 Mn 2593 Mn |2576 Mn/ 2429 Sn | 2138 Zn 

P Objekt cree ng Intensitit der Linien 

‘= Skala... . etwa 1 - | - — — _ = ra - _ 

© Cadmium. . 30 -- ~ — - | ~ i= _ = = = 

s ee . 4 we 60 — 8 NS] — in s s 8 4- Ss 

a Beis ‘4. & 4 60 8 ++ ++ + + + + + / -. 
Me gc 60 + ++ ++ as + ++ ao + 4 + 

m 8. . s « s 60 ++ ++ 4+ + ; + + ++ oe rs a 

2 Mes: & 6 &. 5 60 ++ ++ ++ + + + + + rs re 

3 Skala... . etwa 1 — — _ - ~ — _~ = m oe 

= ee « 5 % % 60 ra 3 8 a — s s | — = 

Oo CuCl,. . .. 60 _ +++ +++ - i s s g a “ 

mR als « @ 4 6 + ++ ++ + + + + + + 4 

e MnCl, .. . 60 -- + s -- _— tet | tee | +44 | — 

- eee 60 + ++ ++ + + ++ [tt | ot | 4 + 

fod ZnCl, ee 60 +++ 8 s - _— s s s Ss + + + 

i SnCl,. . . . 60 - 8 s +++) ¢¢+ s 8 S t++ - 

— Skala. ... etwa 1 - —_ _ ~ ~ | on - i - im 

mm Mmm. s&s 60 _ g s -- — S g g 
ies 6 a 60 -- +++ +44! - ~ 8 3 a 7 
eee 60 + + + > + +}- a hs ay roe 3 + as 
ei 6 4 2 60 -- 8 > — - tteti t+t+i +++ — ‘a 
ew ea : 60 a. + + + 4. dL. . + + + + 
ZnCl, P ; ; ; 60 +++ s Ss - _ s s g mae ++ + 
SnCl,. . . . 60 = ~ s td de | 8 s e ae 2 ae 
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Die Hauptmenge der Fraktionen I—IV wurde in der oben 
beschriebenen Weise vorsichtig verascht. 

Beispiel. Leber eines 22 jahr. Selbstmirders. 18 Stunden 
nach dem Tode Verarbeitung auf Fraktion I—IV. In je 3/,o.9 
dieser Fraktionen wurden die Enzymmengen der Tab. I ge- 
funden. Peroxydase war spurenweise in Fraktion II zu finden, 
ihre Hauptmenge — vielleicht durch das lingere Lagern — 
zerstort. 

Die Hauptmenge (= *°®/,,,,) der gleichen Fraktionen wurde 
verascht und in je 2,0 ccm HCl gelist. Je 0,15 ccm dieser 
Lésung wurde auf die Elektrode gebracht. Der Gehalt an 
einzelnen Metallen ist aus der ‘T'afel ersichtlich, die wesent- 
lichen Ergebnisse derselben in der Tabelle zusammengestellt. 
Die Intensitit der Linien ist nur annihernd geschiitzt. Ks 
bedeutet +-+-+ sehr stark, ++ stark, + schwach, s Spur, 
— Null. 

(Die biologischen Versuche dieser Arbeit wurden im med.- 
chem. Institut d. deutschen Universitat in Prag ausgefiihrt, 
die optischen im Institut f. anorg. u. analyt. Chemie d. Dtsch. 
Techn. Hochschule in Prag.) 
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Das Schicksal des Diphenylenoxyds im intermediadren 
Stoffwechsel des Kaninchens. 


Von 


Anast. A. Christomanos. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Athen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 25. Januar 1929.) 


Das in der Fluorenfraktion des Steinkohlenteers vorkom- 
mende Diphenylenoxyd!) stellt einen in weiBen Blittchen 
krystallisierenden Kérper von Sp. 81°, der in Wasser voll- 
kommen unléslich ist, dagegen schwer im kalten Alkohol, 
leichter in heiBem, sehr leicht in Athylather, und Essigither. 
Ebenso leicht lést es sich in Olivenél von 39° Mit Salpeter- 
siure entsteht beim Erwirmen unter heftiger Reaktion Dinitro- 
diphenylenoxyd, welches in charakteristischen langen Nadeln 
krystallisiert, und mit Ammoniak eine orangenfarbene Diazo- 
verbindung gibt. Biochemisch ist Diphenylenoxyd nicht unter- 
sucht worden. Bei unseren Versuchen galt es, sein weiteres 
Schicksal im Tierkérper festzustellen. 

Zu diesem Zwecke wurde beim Kaninchen im Stoffwechsel- 
kitig bei konstanter Nahrungsmenge (Griinfiitterung) der Harn 
in zweitigigen Portionen gesammelt. Nach einer Kontroll- 
periode von sechs Tagen wurde dem Kaninchen subcutan in 
Ol geléstes Diphenylenoxyd injiziert, und der Harn weiter 
aufgefangen. Die Untersuchung des Harnes wurde so vor- 
genommen: der Harn wurde zuerst mit Athylither ausgeschiit- 
telt, und dann nach Schmiedeberg und Bunge?) auf Benzoe- 


1) Richter, Organ. Chemie, Bd. 2, S. 761 (1913). Meyer-Jacobson, 
Organ. Chemie, Bd. B3, S. 104 (1907). ; 

2) Schmiedeberg und Bunge, Archiv fiir experim. Patholog. 
u. Pharm., Bd. 6, S. 223 (1877). Hoppe-Seyler, Thierfelder, Phy- 
siol. u. Path.-chemische Analyse, Springer, Berlin 1924. 
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siure und Hippursiure untersucht. Nebenbei wurde in einem 
aliquoten Teil die Gesamt- und aromatische Schwefelsiiure 
bestimmt. 

Es ergab sich nun, daB nach der subcutanen Injektion 
von Diphenylenoxyd die Hippursiuremenge im Harn um ein 
betrachtliches zunimmt. Die Identitit der ausgeschiedenen 
Substanz mit Hippursiiure wurde durch die gleichen Léslich- 
keitsverhiltnisse, die Krystallform und den Sp. 187,5°, und 
positiver Liickescher und Kisenchloridreaktion festgestellt. 
Ebenso durch Herstellung des Athylesters. 

Der nach der Ausschiittelung des Harnes mit Ather und 
nachfolgender Verdunstung hinterbleibende Riickstand wies 
nach der Diphenylenoxydinjektion nichts besonderes auf, ebenso 
war das Verhaltnis der aromatischen zur Gesamtschwefelsiure 
nicht verindert. 

Ks seien die Daten zweier Versuche angefiihrt. 


Versuch I. Bei ¥ 7 g Diphenylenoxyd subcutan. 





Versuchstag .. 3/4 5/6) 7/8 9/10 11/12 13/14 15/16 17/18 19/20 21/22 

Hippursiiure . . 0,06 0,07 0,32 1,12, 1,28 0,59 0,57 0,16 0,05 0,03 

Benzoesiiure . . 0,03 0,04 0,05 0,08/0,08 0,07 0,05 0,03 0,04 0,03 
Versuch IJ. Bei ¥ 8 g Diphenylenoxyd subcutan. 


LY of oy 








Versuchs- y | | 
tag 3/4 5/6 | 7/8 9/10)11/12]13/14)15/16 |17/18 19/20 21/22 23/24 
Hippur- | | | 
siiure 0,07 0,07 |0,45 1,57/ 1,87 | 1,09 | 0,85 | 0,05 0,09 0,06 0,07 
Benzoe- | | | 
siiure 0,04 0,04 |0,05 0,13 0,19 | 0,09 0,06 0,06 0,05 0,02 0,04 





Im Versuch I wurde 7 g Diphenylenoxyd injiziert, im 
Harn wurden etwa 3,8 g Hippursiiure ausgeschieden. 

Im Versuch II wurden 8 g injiziert und etwa 6 g Hippur- 
siiure ausgeschieden. Die Benzoesiuremenge erfuhr nur eine 
leichte Vermehrung wie aus den Tabellen ersichtlich. Be- 
merkenswert ist die langsame Ausscheidung des Diphenylen- 
oxyds als Hippursiure, deren Dauer sich leicht erkliren laBt, 
wenn man bedenkt, daB die Resorption des in Ol gelésten 
Diphenylenoxyds langsam vor sich schreitet. Immerhin ist 








184 Anast. A. Christomanos, Schicksal d. Diphenylenoxyds usw. 


17 Tage nach der Injektion an der injizierten Stelle und auch 
um sie herum keine Spur von Ol oder Diphenylenoxyd zu 
finden, was zu einer friiheren Zeit der Fall ist. 

Aus den oben erwihnten T'atsachen kann man schlieBen. 
daB das Diphenylenoxyd zum Teil auf unbekannten Wegen 
verbrennt, zum Teil aber eine Spaltung erfihrt, indem die 
Sauerstoffbriicke zwischen den 


fe, ; “—™ ~~ “COOH 
a — | | >  Hippursiure 
ie” ileal il 


beiden Benzolkernen gesprengt und der eine Kern aufgespalten 
wird, so daB Benzoesiure beziehungsweise Hippursiure ent- 
steht. Bemerkenswert ist dabei, daB keine o-Oxybenzoesiure 
bzw. o-Oxyhippursiure entsteht, obwohl diese K6érper zu er- 
warten waren. Es lieB sich aber keine Spur von beiden 
Saiuren nachweisen. 
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XXIII. Mitteilung. 


Von 
Martin Schenck und Henry Kirchhof. 

























Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinir-physiologischen Instituts 
der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2%. Januar 192%.) 


Uber die Einwirkung von Salpetersaure auf Desoxybiliansdure- 
oxim und Dehydrocholsdure-trioxim. 


In den letzten Mitteilungen!) haben wir uns mit dem 
Verhalten verschiedener Oximsiuren der Gallensiurereihe gegen- 
ber Salpetersiure beschaftigt und dabei festgestellt, daB solche 
Stoffe, welche an C!? eine Oximgruppe tragen, mit HNO, eine 
blaue oder griine Farbung geben, die nach einiger Zeit wieder 
verschwindet und einer Gelb- oder Gelbbraunfirbung Platz 
macht. Es soll damit nicht gesagt sein, daB nur die Sub- 
stanzen, welche die bezeichnete Oximgruppe enthalten, mit 
Salpetersiure die auf der Entstehung von Nitrosoverbindungen 
veruhende Farbreaktion geben; es ist vielmehr méglich, dab 
auch aus anderen Oximséuren, in denen die NOH-Gruppe 
uicht an C!? haftet, Nitrosokérper hervorgehen kénnen, es 
scheinen aber Stoffe mit 12-Stellung der Oximgruppe zur 
Dildung verhiltnismiBig bestiindiger Nitrosoverbindungen be- 
‘onders disponiert zu sein. Von den Produkten, die bei Kin- 
wirkung von Salpetersiure auf Oximsiuren der Gallensiiure- 
‘ruppe entstehen, waren bisher drei in gut krystallisiertem 
/ustand erhalten und aus diesem Grunde niher’ untersucht 


1) 22. Mitt.: Diese Zs. Bd. 180, S. 107 (1929). 
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worden: die beiden Nitrosokérper C,,H,,NO, und C,,H,,N,0., 
von denen der erstere aus Biliansiure-dioxim, der letztere aus 
Biliansiiure-iso-dioxim hervorgeht, und eine farblose Substanz, 
die wir als Nitroverbindung aufgefabt haben und die aus dem 
Nitrosokérper C,,H,,N,O, bzw. aus Biliansdure-iso-dioxim bei 
linger dauernder Einwirkung von Salpetersiure gebildet wird. 
In den beiden Nitrosoverbindungen haftet die NO-Gruppe 
an C!* und man hat auBerdem eine Doppelbindung anzunehmen, 
die zwischen C!? und C! oder, wenn die jiingst von H. Wie- 
land und F. Vocke’) geiuBerte und mit guten Griinden be- 
legte Ansicht, daB C"™ quartiren Charakter hat, zutreffen sollte, 
zwischen C!* und C!*® legen kénnte. Wir méchten vorliufig 
noch die Lage der Doppelbindung zwischen C!* und C!! be- 


NO NO 
| 
C C 
F “tm er, 
H,C' 11C CH, C 
| | lc, H,,-COOH | | | c,.t,-COoH 
cH OCs CH C 
La ee I] ae 
(OOH & —-CH, COOH G———CH, 
Ni 
| | | 
COOH CH CO COOH CH CO 
, a al “Saale ag 
CH, CH, CH, CH, 
C, Hs, NOx C,,H,,N,0,. 
NO, 
| 
CH OH 
i ad 
CH, } | 
| C,H): COOH 
cH oC 
II] Phila 
COOH C —CH 


COOH CH CO 
oe 
GH, OH, 

C, Hy N,0,,. 


') Diese Zs. Bd. 177, S. 68 (1928). 
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vorzugen. Man kann somit den beiden Substanzen C,,H,,NO, 


und C,,H,,N,O, als moégliche Strukturformeln die Symbole 1 

und II geben.’) Dem Nitrokérper kommt die Formel C,,H,,N,0,, 

| oder C,,H,,N,O,, zu!) und er kann durch das Symbol III 

zum Ausdruck gebracht werden, wenigstens halten wir diese 
Strukturformel zurzeit fiir die wahrscheinlichste. 

In der Zwischenzeit haben wir ein weiteres, in dieses 


Gebiet gehériges Salpetersiiure-Oxydationsprodukt  isolieren 
kénnen und zwar wird dieser gut krystallisierende, farblose 
Stoff bei der Einwirkung von HNO, auf Dehydrocholsiure- 
trioxim (LV) gebildet, es wird von ihm gleich noch die Rede sein. 

Auch Desoxybiliansiure-oxim (V) gibt, wie schon bei einer 
friiheren Gelegenheit erwahnt wurde’), mit Salpetersiure eine 
Lésung, in der ein schwach griiner Farbton zu erkennen ist; 
er verschwindet allerdings bald wieder. Man konnte daran 
denken, daB auch hier voriibergehend eine Nitrosoverbindung 
sich bildete, die aber bald zu einem farblosen Produkt (event. 
Nitrokérper) weiter oxydiert werden wiirde. Beim Stehen der 
Lésung scheidet sich nun eine krystallinische Substanz aus, 
in welcher wir im ersten Augenblick eine Nitroverbindung ver- 
muteten; sie erwies sich aber als stickstoffrei und konnte mit 
Desoxybilianséure identifiziert werden. Im Filtrat fand sich 


NOH 
| 
C CH, 
wits , 
CH, C CH, C| 
| km} | c,.,.c00n - C,,H,, COOH 
CHC cH CJ 
Y i sity i 
CH, C———CH, COOH C-————CH, 
I Il | 
| 
HON : C3 CH ‘C:NOH COOH CH ‘C:NOH 
: — el ee 
CH, CH, CH, CH, 
Dehydrocholsiiure-trioxim, Desoxybiliansiiure-oxim, 
C,H, N,0;. Cy4Hy,NO;. 
iy V 


') Diese Zs. Bd. 177, S. 280 (1928). 
*) Diese Zs. Bd. 180, 8S. 107 (1929). 
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noch ein braun gefirbter, amorpher Stoff, der sich nicht 
krystallisieren lie’ und den wir seiner unerfreulichen Be- 
schaffenheit wegen nicht naher untersucht haben; es kiénnte 
sich hier um eine solche Nitroverbindung gehandelt haben. 


CO 
tilt 
CH, OC 
| | | c.,-COor 
CH C 
Plt 
VI COOH C- CH, 


COOH CH CO 
ie al 
CH, CH, 
Biliansiiure, C,,H,,O,. 


Die Tatsache, daB unter dem EinfluB von Salpetersiiure 
aus Desoxybiliansiure-oxim in erheblichem Umfange Desoxy- 
biliansiiure entsteht, also lediglich eine Abspaltung der Iso- 
nitrosogruppe und Ersatz durch Sauerstoff stattfindet, ist in- 
sofern bemerkenswert, als wir die gleiche Erscheinung an eben 
derselben NOH-Gruppe bei der Bildung des Nitrosokérpers I 
aus Biliansiure-dioxim beobachtet haben. Dieses Verhalten 
der beiden Oximsiiuren kann herangezogen werden, wenn man 
die Konstitution des oben erwihnten, aus Dehydrocholsiure- 
trioxim und Salpetersiiure entstehenden Reaktionsproduktes 
aufkliiren will. Man kann also dieses Produkt, dem die 
empirische Formel C,,H,,N,O, zukommt, von einem Dioxim 
der Dehydrocholsiure mit den Oximgruppen an C* und OC 
ableiten und zwar unterscheidet es sich von einem solchen 
Dioxim (C,,H,,N,O,) durch ein Minus von 2 Wasserstoftatomen 
und ein Plus von 4 Sauerstoffatomen. Bemerkenswert ist, dab 
der Kérper C,,H,,N,O, beim Kochen mit Lauge (und wahr- 
scheinlich auch schon beim liingeren Stehen der alkalischen 
Lisung bei Zimmertemperatur) beide Stickstoffatome verliert 
und in Biliansiure, C,,H,,O, (Formel VI) iibergeht. Dieser 
Befund gibt einen wichtigen Fingerzeig hinsichtlich der Ver- 
iinderungen, die sich unter dem Einflué der Salpetersiiure an 
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den beiden Oximgruppen abspielen. Betrachten wir zuniichst 
die NOH-Gruppe an C!*, Sie wird sich in erster Phase in 
die Nitrosogruppierung umwandeln, die auch in den beiden 
blauen Stoffen I und II vorliegt, denn schon ganz kurze Zeit 
nach dem Auflésen des Trioxims (IV) in Salpetersiiure tritt 
eine intensive Blaugriinfirbung auf. Verdiinnt man, wenn 
diese Farbung ihren Héhepunkt erreicht hat, die Lésung stark 
mit Wasser, so entsteht eine mattgriine Fillung, in der zweifel- 
los ein Nitrosokérper vorliegt, den wir indessen noch nicht in 
reinem, krystallinischen Zustand erhalten und deshalb noch 
nicht niher untersucht haben. Beim laingerem Stehen der 
Lésung verschwindet die Blaugriinfiirbung allmahlich und 
macht einer Braunfirbung Platz. Der Nitrosokérper ist offen- 
bar in eine (in reinem Zustand farblose) Nitroverbindung iiber- 
gegangen. Der Umstand, daB in letzterer die Nitrogruppe 
leicht durch Lauge abgespalten wird, spricht dafiir, daB die 
NO,-Gruppe in der gleichen Weise gebunden ist wie die 
Nitrosogruppe in den Kérpern I und JI, d. h. an einem Kohlen- 
stoffatom, das mit einem benachbarten C-Atom durch Doppel- 
bindung verkniipft ist. Denn auch in den Substanzen I und II 
wird die NO-Gruppe leicht durch iiberschiissige Lauge ab- 
gelést, noch leichter als die Nitrogruppe im Produkt C,,H,,N,0,; 
nach frither Gesagtem wird sie dabei durch Hydroxyl ersetzt, 
worauf sofort Ubergang der Enolform in die Ketoform statt- 
tindet: 

oe —_ oe weit ee 

| 

Aus dem Korper I entsteht auf diese Weise Biliansiure (VJ), 
aus I] eine Ketolactamtricarbonsiure. In welcher Form die 
NO-Gruppe abgespalten wird, wurde nicht festgestellt, vielleicht 
in Gestalt von untersalpetrigsanurem Natrium. In ganz analoger 
Weise wird sich auch die Ablésung der Nitrogruppe in dem 
Kérper C,,H,,N,O, vollziehen, also nach dem Schema: 

er ite, —s —— ———> — ; 
und so die Ketogruppe des Ringes III der Biliansiure ge- 
bildet werden. Die NO,-Gruppe diirfte dabei als salpetrig- 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXI. 18 
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saures Natrium abgespalten werden, denn beim Ansiiuern der 
gekochten alkalischen Lésung macht sich der Geruch nach 
nitrosen Gasen bemerkbar und ein mit Diphenylamin-Schwefel- 
siiure befeuchteter, in das Gefib iiber die Fliissigkeit ge- 
haltener Glasstab wird blau gefirbt. Zum Vergleich haben 
wir auch die aut 8.187 erwihnte Nitroverbindung C, ,H,,N,0,, (ILI) 
mit Natronlauge gekocht und dabei festgestellt, daB offenbar 
eine Verinderung nicht erfolgt (wenigstens nicht bei 10 Min. 
langem Kochen), die Nitrogruppe in der Substanz III muf 
daher andere Bindungsverhiltnisse aufweisen als in dem aus 
Dehydrocholsiiure-trioxim entstehenden Produkt. 

Wenn wir die besprochenen Verinderungen, welche die 
NOH-Gruppe an C!” betreffen, gelten lassen wollen, so wire 
das oben erwihnte Minus von 2 Wasserstoffatomen erkliirt und 
von den hinzukommenden 4 Sauerstoffatomen eines unter- 
gebracht. Die restlichen drei miissen auf Verinderungen zu 
beziehen sein, die sich an der NOH-Gruppe an C® abspielen. 
Nun ist der Ketoring | vor den beiden anderen (II und III) 
durch seine leichte oxydative Aufspaltbarkeit ausgezeichnet. 
Wendet man Salpetersiure als Oxydationsmittel an, so kann 
man sich vorstellen, daB bei der Ringsprengung zuniichst ein 
der CO-Gruppe benachbartes Methylen in die Isonitrosogruppe 
und diese weiter in die Ketogruppe iibergeht!), worauf die 
Aufspaltung des @-Diketons erfolgt: 


CH, —C:NOH CO ——COOH 
| > | » a ; 
CO CO CO : COOH 
Denken wir uns die gleichen Umwandlungen an dem Ketoxim- 
ring I des Dehydrocholsiure-trioxims (IV) sich vollziehen, so 
hitten wir etwa das Schema: 
CH, C:NOH CO — COOH 


> & —>- ~: 3 
¢:NOH —€:NOH -C(OH):NOH 


Es wiirde also die urspriingliche Oximgruppe (oder auch, 
was weniger wahrscheinlich, die andere) in die Hydroximsiure- 


') Vgl. H. Wieland u. O. Schlichting, Diese Zs. Bd. 134, S, 282 


C:NOH 











(1924); M. Schenck, Diese Zs. Bd. 139, 8. 45 (1924). 
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bzw. Hydroxamsiure (-CO— NHOH)-Gruppierung iibergehen. So- 
. kann man als mégliche Strukturformel fiir den Kérper 
o4H,4N,0, das Symbol VII aufstellen. Fiir die Annahme einer 





34°°2 
- aromemnctanemnipys spricht die Beobachtung, daB die Substanz 

NO, 
| 
C 

CH C | 

C,,H,,:COOH 
CH C 
Vil 
x00H C——CH, 


| 


| | 


HON:C-OH CH COOH 


a 
CH, CH, 
C.4H34N,0,. 


C,,H,,N,0, in alkoholischer Lésung mit einem Tropfen Kisen- 
chloridlésung eine intensiv dunkelrote Farbreaktion liefert (mit 
briunlichem Farbton) Von einer Hydroxamsiure erwartet 
man, daB sie beim Kochen mit Salzsiure Hydroxylamin ab- 
spaltet. Unsere Verbindung lieferte beim 1 stiindigem Kochen 
mit 20°/,iger Salzsiure kein Hydroxylamin; dieses negative 
Verhalten kénnte aber seine Ursache in dem Umstand haben, 
daf$ der Kérper von der Salzsiure anscheinend iiberhaupt nicht 
gelést wird. Aber auch nach dem Kochen der Substanz mit 
Natronlauge, wobei ja beide Stickstoflatome entfernt werden, 
lieB sich kein Hydroxylamin nachweisen. Wir erhielten zwar 
gelegentlich bei der Priifung mit Fehlingscher Loésung eine 
minimale Reduktion, die wir aber nicht als beweiskriftig 
ansehen méchten. Es ist anzunehmen, da das Hydroxylamin 
sobald es abgespalten ist, eine Zersetzung erleidet; dafiir spricht 
der Umstand, daB sich beim Erhitzen mit Natronlauge ein 
schwacher Geruch nach Ammoniak bemerkbar machte und ein 
in das GefiB hineingehaltener Streifen roten Lackmuspapiers 
geblaut wurde. Bei der Titration verbraucht der Korper 
C,,H,,N,0, an Natronlauge eine Menge, die zwischen 2 und 


3 Aquivalenten liegt. Der Umschlag (Phenolphthalein) ist aber 
13” 
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unscharf und daher eine genaue Bestimmung nicht mdglich. 
Wenn man die obige Formel VII annimmt, kénnen 2 Aqui- 
valente auf die beiden Carboxylgruppen, der Mehrbrauch auf 
die Hydroxamsiuregruppierung, die sich wie eine schwache 
Siure verhalten wiirde, bezogen werden. Die Aciditit der 
Hydroxamsiuren ist bekanntlich verschieden; wihrend z. B. 
Acethydroxamsiure neutral reagieren soll’), wird Benzhydroxam- 
siiure als einbasische Siure bezeichnet, die mit Alkalien vor- 
zugsweise saure Salze bildet.2) Wenn man sich nun den Uber- 
gang des Trioxims in das Produkt C,,H,,N,O, vielleicht auch 
in anderer Weise vorstellen kann, so halten wir doch die an- 
genommenen Umwandlungen fiir die wahrscheinlichsten. Ks 
sei besonders noch einmal darauf hingewiesen, daB bei der 
Kinwirkung von HNO, auf das Trioxim jedenfalls alle drei 
Oximgruppen in verschiedener Weise verindert werden, die 
Gruppe an C? wird hydrolytisch abgelést, wihrend allem An- 
schein nach in Ring III eine Nitrogruppe, in Ring I aber unter 
gleichzeitiger Ringsprengung eine Hydroxamsauregruppierung 
sich ausbildet. AuBer dem beschriebenen Vorgang diirfte bei 
der Salpetersiiureoxydation noch mit Nebenreaktionen un- 
bekannter Art zu rechnen sein, das gleiche gilt wohl auch 
— in geringerem Umfange — fiir das Kochen des Kérpers 
C,,H,,N,O, mit Natronlauge. 


Beschreibung der Versuche. 


1, Kinwirkung von Salpetersiure auf Desoxy- 
biliansiure-oxim. Desoxybiliansiure-oxim wurde in der 
friiher beschriebenen Weise bereitet*), das ausgewaschene und 
getrocknete Rohprodukt direkt fiir den Versuch verwendet. 
1 g Substanz brachte man mit 10 ccm Salpetersiure (D. 1,4) 
zusammen; es entstand eine gelbgefiirbte Lésung, in der vor- 
iibergehend ein griiner Farbton zu erkennen war. Spiter 
wurde die Farbe der Lisung braun und es begann ein krystalli- 


') Beilsteins Handb., 4. Aufl., Bd. 2, 8, 188 (1920). 
2) A.a. O. Bd. 9, S. 301 (1926). 
5) Diese Zs. Bd. 166, S. 148 (1927). 
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nischer Stoff sich auszuscheiden. Nach 24 stiindigem Stehen 
wurde die Krystallmasse abgesaugt und zweimal aus 50 °/ iger 
Kssigsiure umkrystallisiert, die Ausbeute betrug danach 0,22 g. 
Farblose Prismen vom Schmelzp. 297—248° (unter Zersetzung). 
Mischschmelzpunkt mit notorischer Desoxybiliansiiure: keine 
Depression. Aualyse des bei 120° getrockneten Materials: 

0,1030 g Substanz gaben 0,2491 g CO,, 0,0781 g H,0. 

0,1515 g * (in 10cem Alkohol aufgeschwemmt) verbrauchten 
10,45 cem n/10-NaOH (Phenolphthalein). 


C,,H,,0, (dreibasisch) Ber. 66,02°/, C 8,32°, H  80,94°/, COOH 
Gef. 65,98 8,49 31,05 


Das Filtrat von der ersten Ausscheidung gab auf Zusatz 
von Wasser eine Fillung, die beim Umkrystallisieren noch 
eine kleine Menge krystallinischer, anscheinend aus Desoxy- 
bilianséure bestehender Substanz lieferte, im iibrigen aber 
nicht in krystal!lisierte Form zu bringen war. Anzeichen fir 
die Bildung von Choloidansiure, C,,H,,0,,, die durch Auf- 
spaltung des Ketofiinfrings der Desoxybiliansiure u. U. hitte 
entstehen kénnen, waren nicht vorhanden. 

EKrwahnt sei noch, daB eine Lésung von Desoxybilian- 
siiure-oxim in 25°/,iger Salzsiure beim Stehen eine weibe 
krystallinische Masse ausschied, in der aber nicht freie Des- 
oxybiliansiure, sondern ein Chlorhydrat des Oxims vorlag; das 
Filtrat spaltete beim langeren Stehen allmiihlich Hydroxyl- 
amin ab. | 


2. Kinwirkung von Salpetersiure auf Dehydro- 
cholsiure-trioxim. Die Herstellung des T'rioxims geschah 
im wesentlichen nach dem Verfahren von F. Mylius'), doch 
nahmen wir die Oximierung statt in wiBriger, in alkoholischer 
Liésung vor. DemgemiB léste man 2 g Dehydrocholsiure in 
72 com 96°/,igen AJkohols und gab 4 g Hydroxylaminchlor- 
hydrat (gelést in 14 ccm Wasser) und 20,6 ccm 10°/,iger 
Natronlauge hinzu. Die klare Lésung wurde 1—2 Stunden 
auf dem Dampfbad erhitzt. Nach kiirzerer oder lingerer Zeit 
tritt die Abscheidung des Trioxims in reiner,, krystallisierter 


') Chem. Ber. Bd. 19, S. 2007 (1886). 
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Form ein, wobei das Gemisch meist stiirker zu stoBen beginnt. 
Nach dem Erkalten werden die Krystalle abgesaugt und mit 
Alkohol gewaschen. Ausbeute 1,51 g. Die Mutterlauge liefert 
beim erneuten Erhitzen noch eine weitere Krystallisation, die 
u. U. ebenfalls ganz rein ist. Sollte beim ersten Erhitzen (und 
eventl. auch beim zweiten) die Ausscheidung des Trioxims sich 
verzOgern, so kann sie durch Zugabe einer kleinen Menge von 
zerriebenem Hydroxylaminchlorhydrat beschleunigt werden. — 
1 g Trioxim léste man in 10 com HNO, (D. 1,4); fast sofort 
trat Blaufirbung auf, die sich mehr und mehr verstirkte. 
Gleichzeitig war eine lebhafte Gasentwicklung festzustellen, die 
wohl auf die Abspaltung und Zersetzung der NOH-Gruppe 
an C’ (Formel IV) zu beziehen sein diirfte. Die Farbe der 
Liésung ging allmihlich iiber Griin in Gelbbraun bzw. Braun 
iiber und es schied sich eine krystallinische, stark braun ge- 
fiirbte Masse aus. Nach 24—48 Stunden wurde die Krystalli- 
sation scharf abgesaugt, gut abgepreBt und auf einen Ton- 
teller gestrichen, sie nahm dabei einen hellbraunen Farbton 
an. Der lufttrockene Stoff wurde dann mit 50°/,iger Hssig- 
siure gekocht, wobei fast alles in Lésung ging und eine kaum 
gefiirbte Fliissigkeit resultierte. Nach dem Absaugen begann 
das Filtrat alsbald schéne, weiBe, prismenférmige Krystalle 
auszuscheiden, die unter dem Mikroskop meist stern- oder 
biischelformige Gruppierung zeigten. Nach Absaugen, Waschen 
mit 50°/,iger Essigsiiture bzw. Wasser und Trocknen sah die 
Krystallisation auf den ersten Blick rein weiB aus, bei ge- 
nauerem Zusehen war aber meist ein ganz schwach griiner 
Farbton zu beobachten. Ausbeute (nach dem Umkrystalli- 
sieren): 0,28 g. Aus dem Filtrat der ersten Ausscheidung lieb 
sich durch Fallen mit Wasser und Umkrystallisieren der ge- 
trockneten Fallung aus 50°/,iger Essigsiiure noch eine weitere 
Menge der Krystalle erhalten. Der Zersetzungspunkt lag bei 
etwa 280°, schon vorher schwaches Sintern und Dunkelfirbung; 
er iinderte sich nach nochmaligem Umkrystallisieren nicht. 
Fiir die Analyse wurde das Material bei 120° getrocknet. 


0,1269 g Substanz gaben 0,2713 g CO, und 0,0837 g H,0. 
0,1258 g ‘“ ,, 0,2702g CO, ,, 0,0831 g H,O. 
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0,1182 g Substanz gaben 0,2538 g CO, und 0,0772 g¢ H,U. 


0,1104 g a »  0,2358g CO, ,, 0,0685 g H,O. 
0,1104 g 2 5,  0,2856g CO, ,, 0,0704 g¢ H,O. 
C,H 33N.0, 
Ber. 58,04 °/, C 7,31°/, H 
C,,H,N,0, 
Ber. 58,27°/, C 6,93 °/, H 
Gef. 58,32, 58,60, 58,58, 58,27, 58,22°/,C 7,38, 7,39, 7,31, 6,94, 7,14°/, H 


Die erhaltenen Daten stimmen am besten zur Formel 
C,,H,,N,0,, fiir diese spricht auch die Tatsache, daB aus dem 
korper durch Natronlauge Biliansiiure gebildet wird (vgl. unten 
Versuch 3). Beziiglich der etwas zu hohen Kohlenstoffwerte 
vgl. die Bemerkung in einer friiheren Arbeit.') Aus dem 
gleichen dort angegebenen Grunde waren auch die bei den 
Stickstoffbestimmungen gefundenen N-Werte etwas knapp. 

0,1350 g Substanz lieferten 6,2 cem N bei 17° und 752,9 mm Hg. 





0,1442 g - “ 6,8cem N ,, 16,5° ,, 755,4 mm Hg. 
0,1570 g - ‘i 7,3cem N ,, 15° ,, 767,4 mm Hg. 
0,1452 g “ ‘i 6,9cem N,, 18,5° ,, 758,0 mm Hg. 


C,,H,.N,O, Ber. 5,64°/, N 
C,,H3,N,0, Ber. 5,67 
Gef. 5,36, 5,53, 5,56, 5,65°/, N 
Fiir die Titrationen wurde das Material in Wasser auf- 
geschwemmt; die Bestimmungen konnten wegen des unscharfen 
Umschlages (Phenolphthalein) nicht genau ausgefiihrt werden. 
0,1449 g Substanz verbrauchten 6,96 cem n/10-NaOH. 
0,1441 g ‘ 6,62 eem n/10-NaOH. 
0,1553 g ‘ is 7,86 ecm n/10-NaQOH, 
C,,Hs,N,0, 
Ber. zweibasisch: 18,21 °/, COOH, dreibasisch: 27,31 °, COOL 
Gef. 21,62, 20,68, 22,78°/, COOH 
Kine indirekte Titration ergab kein wesentlich anderes Resultat. 
Der Kérper C,,H,,N,O, léste sich in Natronlauge mit 
tiefgelber Farbe, diese diirfte aber wenigstens z. ‘I’. auf einer 
kleinen Verunreinigung beruhen, denn nach Kochen oder Er- 
hitzen des Produktes mit 20°/,iger Salzsiure, die hierbei eine 
gelbe Farbe annahm, von der Verbindung selbst aber an- 











') Diese Zs. Bd. 175, S. 141 (1928). 
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scheinend kaum etwas léste, gab der Stoff (nach Umkrystalli- 
sieren aus 50°/,iger EKssigsiiure) mit Natronlauge eine gelbe 
Liésung, deren Farbintensitiit geringer war als vorher. — 1 g 
der Substanz C,,H,,N,O, wurde mit 40 ccm 20°/ iger Salz- 
siiure eine Stunde auf dem Dampfbad erhitzt, das Ungeléste 
nach dem Erkalten abgesaugt, mit Wasser gewaschen und aus 
50°/,iger Essigséure umkrystallisiert. Loéslichkeitsverhiltnisse, 
Krystallform und Zersetzungspunkt der Krystalle waren die 
gleichen wie vor dem Erhitzen mit Salzsiure. Auch der Stick- 
stoffgehalt war derselbe wie vorher: 

0,1702 g Substanz lieferten 8,0 com N bei 12,5° und 761,4 mm Hg. 

C,,H;,N,0, Ber. 5,67°/, N Gef. 5,63°/, N. 

Die Verbindung C,,H,,N,O, gibt beim Erhitzen mit Di- 
phenylamin und konzentrierter Schwefelsiure eine mittelstarke 
Blaufirbung, mit Phenol und Schwefelsiure Dunkelgriinfir- 
bung; beide Farbreaktionen fiihren wir nicht auf eine Nitroso- 
gruppe zuriick, sondern auf eine Nitrogruppe, die verhiiltnis- 
mibig locker gebunden ist (vgl. die leichte Abspaltbarkeit durch 
Natronlauge, Versuch 3). — Die EKisenchloridreaktion der Hydr- 
oxamsiuren stellten wir wie folgt an: eine kleine Menge der 
Substanz C,,H,,N,O, léste man heiB in wenig absolutem Alkohol 
und gab nach dem Abkiihlen 1 Tropfen Ejisenchloridlésung 
hinzu, es trat sofort eine intensiv braun-rote Farbung ein, die 
sich beim Stehen noch verstiirkte. 

3. Verhalten der Verbindung C,,H,,N,O, gegeniiber 
heiBer Natronlauge. 1g des stickstoffhaltigen Kérpers 
wurde mit 40 ccm 5°/,iger Natronlauge zusammengebracht und 
die entstandene tiefgelbe Liésung 5 bis 10 Minuten lang ge- 
kocht, die Farbe hellte sich dabei wesentlich auf, verschwand 
aber nicht ganz. Die erkaltete Fliissigkeit siuerte man mit 
Salzsiure an und krystallisierte den hierdurch gefillten Stoff 
nach Absaugen, Auswaschen und Trocknen (Ausbeute: 0,77 g) 
aus siedend heiBem Wasser um. Ks resultierte beim Erkalten 
eine weibe Krystallisation, die aber einen schwach griinen 
Farbton erkennen lie’. Unter dem Mikroskop waren die 
Krystalle vielgestaltig: teils ganz kleine, zu Sternchen gruppierte 
Nadeln, teils lingere und derbere Prismen, teils flache Nadeln 
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und Blattchen von unscharfer Begrenzung. Der Zersetzungspunkt 
lag bei 266—267°, schon vorher traten Dunkelfiirbung und 
schwaches Sintern auf. Wegen der schwach griinen Farbe 
hielten wir die Substanz anfangs fiir stickstoffhaltig, die Be- 
stimmung ergab indessen einen so geringen N- Wert, daB dieser 
nur auf eine bescheidene Beimengung eines stickstoffhaltigen 
K6érpers bezogen werden konnte, die Verbindung selbst also 
stickstofffrei sein muBte. Fir die Analyse wurde das Material 
bei 120° getrocknet: 

0,1100 g Substanz gaben 0,2564 g CO, und 0,0766 g H,0O. 

0,1454 g 9% (in 10 eem Alkohol aufgeschwemmt) verbrauchten 
9,45 cem n/10-NaOQH (Phenolphthalein). 


C,,H,,O, (dreibasisch) Ber. 63,97°/, C 7,61°;, H 29,98°/, COOH 
Gef. 63,59 1,79 29,26 

Die erhaltenen Werte sprachen also dafiir, daB Bilian- 
siure, die noch eine geringfiigige Verunreinigung enthielt, vor- 
lag. Um aus dem schwach griin gefiirbten Kérper ganz reine 
Biliansiure zu gewinnen, wurde er in bekannter Weise oximiert, 
das Rohoxim in Salzsiure gelést und die klare Liésung etwa 
1 Stunde auf dem Dampfbad erhitzt. Dabei schied sich eine 
in Blattchen krystallisierende Masse aus, die nach dem Kr- 
kalten abgesaugt und aus Wasser umkrystallisiert wurde: 
schneeweiBe Krystalle, teils Prismen, teils flache Nadeln oder 
Blittchen. Der Zersetzungspunkt lag bei 276—277°, ebenso 
wie der notorischer Biliansiure; die Mischprobe ergab keine 
Depression. Ein Teil des Rohoxims wurde in der friiher be- 
schriebenen Weise!) in den Nitrosokérper C,,H,,NO,  iiber- 
gefihrt: hellblau gefarbte, gliinzende Prismen vom Zersetzungs- 
punkt 237° (friiher gefunden: 236—238°). Es kann also keinem 
Zweifel unterliegen, daB beim Kochen der Verbindung C,,H,,N,0, 
mit Natronlauge Biliansiure entsteht. Sehr wahrscheinlich 
tindet die gleiche Umwandlung auch schon bei Zimmertem- 
peratur statt, beim langeren Stehen der alkalischen Liésung. 

4, Bemerkung betr. Herstellung des Nitrokérpers 
Cy4H5,N,0,.(CogH3gN.9,,). Die oben (S. 187) erwihnte Nitro- 


1) Diese Zs. Bd. 176, S. 187 (1928). 
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verbindung (Formel II) wurde zu Vergleichszwecken von neuem 
bereitet. Wir hielten uns dabei genau an die friiher ge- 
machten Angaben, waren aber iiberrascht, daB der Stoft 
jetzt in nicht oder nur sehr schlecht krystallisiertem Zustande 
erhalten wurde. Durch ein umstiindliches Reinigungsverfahren, 
auf das wir hier nicht niher eingehen wollen, gelang es zwar, 
die friiher gewonnenen, schénen Krystalle wiederzubekommen, 
aber nur in sehr bescheidener Ausbeute. Als wir dann eine 
etwas verdiinntere Salpetersiure (auf 10 com HNO, vom spez. 
Gew. 1.4:2 com Wasser, entsprechend einem Gebalt von etwa 
57°/, HNO,) anwandten, verlief der Versuch wieder genau wie 
friiher, wenn auch der Zersetzungspunkt der erhaltenen Sub- 
stanz, auch nach dem Umkrystallisieren, etwas tiefer lag (205°), 
als bei den friiheren Versuchen gefunden wurde (212—214°). 
Vermutlich war die friiher benutzte Salpetersiure, von der wir 
keine Probe mehr besaBen, schwiicher gewesen, als der Dichte 1.4 
(65,3°/, HNO.) entspricht. 

Wie bereits oben erwiahnt, tritt bei 10 Minuten langein 
Kochen des Nitrokérpers anscheinend keine Verinderung ein; 
auch lift sich der Stoff scharf titrieren’) im Gegensatz zu dem 
Reaktionsprodukt C,,H,,N,O, (vgl. oben 8.195) und gibt weder 
mit Diphenylamin und H,SO,, noch mit Phenol und Schwefel- 
siure eine Farbreaktion. 


Von der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sind 
wir bei Ausfiihrung vorstehender Untersuchung in sehr dankens- 
werter Weise durch Geldmittel unterstiitzt worden. 


——— 


1) Diese Zs. Bd. 176, S. 187 (1928). 
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Uber die jodometrische Bestimmung der Homogentisin- 
siure im Harn. 
Von 


Hans Lieb und Franz Lanyar. 





Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Graz.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29, Januar 192%.) 


Ernst Metz beschrieb vor einiger Zeit!) ein sehr ein- 
faches Verfahren zur quantitativen Bestimmung der Homo- 
gentisinsiure im Harn. Er _ verwendete hierfiir das von 
W.M. Gardner und H.H. Hogdson’), sowie von H. Wie- 
land’) zur titrimetrischen Bestimmung des Hydrochinons aus- 
gearbeitete Verfahren. Versetzt man Homogentisinsiure in 
bicarbonat- oder boraxalkalischer Lésung mit Jodlésung bis 
zur Blaufairbung der Starke, so wird sie quantitativ zur Chinon- 
essigsiure oxydiert. Siéuert man hierauf die Liésung an, so 
verliuft die Reaktion im umgekehrten Sinne unter Abscheidung 
der fiir die Oxydation verbrauchten Menge Jod, welches nun 
mit Thiosulfat riicktitriert werden kann. Der ProzeB verliuft 
nach foigender Gleichung: 


OH O 
| 
~~ —CH,- COOH <~ \—CH,-COOH 
| LL: a= | + 2HJ . 
figal a 
| { 
OH O 





') Biechem. Zs. Bd. 190, 8S. 261 (1927). 

2) Jl. Chem. Soe. London Bd. 95, S. 1819—27 (1909); zitiert nach 
Chem. Zbl. 1910, I, S. 304; vgl. auch Chem. Zbl. 1909, I, S. 1910. 

5) Chem. Ber. Bd. 43, S. 715 (1910). 
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Ks ist das Verdienst von Metz, gezeigt zu haben, dab 
sich diese Reaktion gerade wegen ihrer Umkehrbarkeit auch 
fiir die Homogentisinsiurebestimmung im Harn anwenden 1]i8t. 
Der normale Harn enthalt zwar eine Reihe von Stoffen, die 
bei schwach alkalischer Reaktion ebenfalls Jod verbrauchen, 
wie insbesondere die Harnsiiure und die phenolartigen K6rper, 
weshalb die Homogentisinsiure durch die direkte Messung des 
Jodverbrauches im Harn nicht bestimmt werden kann. Da 
diese Stoffe beim Ansiiuern das aufgenommene Jod nicht 
wieder abspalten, wird in saurer Liésung bei Alkaptonharnen 
nur die der Homogentisinsiure entsprechende Menge Jod 
wieder in Freiheit gesetzt. Ihre Menge liBt sich also aus der 
verbrauchten Menge n/10-Thiosulfatlésung berechnen. Metz 
stellte aus Versuchen mit reiner Homogentisinsiure fest, daB 
bei dieser Riicktitration im Durchschnitt nur 99°/, der Homo- 
gentisinsiiure wieder gefunden werden, und berechnete daraus, 
daB 1 ccm n/10-Thiosulfatlésung 0,008487 g wasserfreier Homo- 
gentisinsiiure entspricht. 

Gelegentlich eines Falles von Alkaptonurie versuchten wir, 
die im Harn ausgeschiedene Homogentisinsiuremenge nach 
dieser Methode zu bestimmen. Dabei ergab sich, daB die Be- 
stimmung des Endpunktes beim Zusatz der Jodlésung nur 
schwer feststellbar war — Metz empfiehlt in solchen Fallen 
das Tiipfelverfahren — und daf die Titration des durch An- 
siiuern frei gewordenen Jodes mit n/10-Thiosulfatlésung zu 
keinem Endpunkte fiihrte, da immer wieder auch noch nach 
1/, stiindigem Titrieren Jod in Freiheit gesetzt wurde. Auch 
die einem normalen Harn zugesetzte Homogentisinsiiuremenge 
konnte nicht wieder gefunden werden, obwohl wir uns be- 
miihten, die von Metz angegebene Arbeitsmethode genau ein- 
zuhalten. Dies mag wohl zum Teil darin seinen Grund haben, 
daB die Angaben in der Publikation sehr kurz gehalten sind. 

Es ergab sich also die Notwendigkeit, die Bedingungen 
genauer zu ermitteln, unter welchen in bicarbonatalkalischer 
Lisung die Oxydation der Hydrochinonessigsiure zu Chinon- 
essigsiiure und in saurer Lisung die umgekehrte Reaktion 
quantitativ verliuft. Zu diesem Zwecke wurden zunichst Ver- 
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suche mit reiner Homogentisinsiinre angestellt, welche aus dem 
Harn eines Alkaptonurikers iiber das Bleisalz gewonnen wurde: 
Sie wurde zunichst mehrmals aus Wasser umkrystallisiert und 
darauf die wasserfreie Siure aus absolut alkoholischer Lisung 
durch Fallung mit Chloroform gewonnen. Das Priparat war 
ganz farblos, fein krystallinisch und zeigte den der reinen 
Verbindung zukommenden Schmelzpunkt von 147,5 C. Diese 
Versuche ergaben, daB nur bei reichlichem Uberschub 
von carbonatfreiem, chemisch reinem Natriumbicar- 
bonat die Oxydation mit Jodlésung rasch und quan- 
titativ verliuft. Der Endpunkt la8t sich genau feststellen 
und die Blaufarbung der Jodstirkereaktion bleibt lingere Zeit 
bestehen. In Lésungen, die keine anderen jodverbrauchenden 
Stoffe enthalten, laBt sich demnach die Homogentisinsiure 
durch die einfache Jodtitration quantitativ bestimmen. Wenn 
man jedoch, wie dies Metz mitteilt — seine Angaben sind 
gerade in diesem Punkte ungenau —, nur bis zur alkalischen 
Reaktion mit Natriumbicarbonat versetzt, so verliuft die Reak- 
tion langsamer und die verbrauchte Menge Jodlésung ist ge- 
ringer, als es die Theorie erfordert. Desgleichen treten be- 
reits merkbare Verluste ein, wenn das Natriumbicarbonat 
Natriumcarbonat enthilt. Siuert man darauf die Lésung mit 
verdiinnter Schwefelsiure vorsichtig an, so daf sie gegen 
Lackmus und Kongo sauer reagiert — Metz spricht nur von 
vorsichtigem Ansiuern, macht jedoch keinerlei Angaben iiber 
die Verdiinnung und die Menge der zugesetzten Schwefel- 
siure — so verliiuft die umgekehrte Reaktion nur sehr lang- 
sam und unvollsténdig. Nach 3/, stiindigem Titrieren wurde 
immer noch Jod in Freiheit gesetzt und ein EKndpunkt war 
nicht feststellbar. Die verbrauchte Menge n/10-Thiosulfat- 
lisung ergab erst etwa die Hilfte des theoretischen Wertes. 
Auch bei weiterem Zusatz von verdiinnter Schwefelsiure zu 
der bereits schwach sauren Lésung waren die durch Titration 
ermittelten Werte zu niedrig. Metz hat in seinen in der 
Publikation erwahnten Beispielen allerdings nur einen Verlust 
von rund 1°/,. Die Reduktion der Chinonessigsiure zu Hydro- 
chinonessigsiure verliuft aber, wie unsere weiteren Versuchie 
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sezeigt haben, vollkommen quantitativ, wenn ein groBer 
UberschuB von verdiinnter Schwefelsiure (auf 100 ccm 
Fliissigkeit 100 ccm verdiinnter Schwefelsiure 1:5, C = 32) 
zugesetzt wird. AuBerdem ergab sich, daB ein Zusatz von 
etwas reinem Kaliumjodid (auf 100 ccm 5 cem einer 
4°/ igen Liésung), besonders dann empfehlenswert ist, wenn 
nur geringe Homogentisinsiuremengen vorhanden waren und 
beim Titrieren nur wenig Jodlésung verbraucht wurde. Da 
die quantitative Abscheidung des Jodes bei der angegebenen 
Schwefelsiiurekonzentration nicht momentan erfolgt, sondern 
nur allmihlich, wurde die Fliissigkeit nach dem Ansiuern 
und dem Zusatz der Kaliumjodidlésung 15 Minuten stehen 
gelassen. Wird nun mit n/10-Thiosulfatlésung titriert, so ist 
der Kndpunkt rasch und scharf zu ermitteln und die Lésung 
bleibt auch nach Beendigung der Titration lingere Zeit voll- 
kommen farblos. Wird ein gréBerer Siurezusatz erst wihrend 
des Titrierens gemacht, so sind die Ergebnisse ungenau. 
Ferner hat sich ergeben, daB es im Interesse der Ge- 
nauigkeit der Bestimmung empfehlenswerter ist, statt der 
1/10-Normallésungen 1/20-Normallésungen zu verwenden. Wie 
aus der friiher angegebenen Gleichung hervorgeht, entspricht 
1/, Mol. Homogentisinsiure 1 g-Atom Jod, bzw. 1 g-Atom 
Wasserstoff. Es enthiilt also 1 ccm einer n/10-Homogentisin- 
siiurelésung 0,0084032 g und demnach entspricht auch 1 ccm 
n/10-Jodlésung, baw. 1 ccm n/10-Thiosulfatlésung dieser Homo- 
gentisinsiuremenge, da ja unter den von uns angegebenen Be- 
dingungen die Reaktion quantitativ verliuft. Ein Titrations- 
fehler von 0,1 ccm bedeutet bei Verwendung von 1/10-Normal- 
lésung allerdings schon einen Fehler von 0,84 mg Homo- 
gentisinsiiure. Aus diesem Grunde ist die Verwendung von 
1/20-Normallésungen vorzuziehen, wobei 1 ccm MaBfliissigkeit 
0,0042016 g Homogentisinsiure entspricht. Wie die unten 
angefiihrte Tab. I zeigt, verliuft der ProzeB quantitativ, 
wenn die oben erwihnten Bedingungen genau _ eingehalten 
werden. Die kleinen Abweichungen, insbesondere bei Ver- 
wendung von 1/10-Normallésungen liegen voéllig innerhalb der 
Titrationsfehler. Der von Metz ermittelte Wert fiir die 1 ccm 
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n/10-Thiosultatlésung entsprechende Homogentisinsiiuremenge 
ist etwas héher, weil die bei seinen Analysen wieder ge- 
fundenen Homogentisinsiiuremengen, wie schon erwiihnt, einem 


Verlust von durchschnittlich 1°/, entsprachen. 


Tabelle I. 























\ 110 Thio- -Siure | Hom.-Siure 
Homog. n/10-Jod- n/10 Thio-| Hom.-Siure rigue ; 
Saure, oe sulfat- gef. aus ae Verlust 
_ | losung . verbr. Thio-} |, 
wasserfrei lésung | verbr. Jod sulfat in °/, 
g eem eem g g 
0,106613 12,66 12,65 0,1064 0,1063 — 0,30 
0,10940 13,01 12,97 0,10933 0,1090 — 0,36 
0,10635 _ 12,70 — 0,10672 +0,35 
0,05057 6,01 6,00 0,05050 0,05042 — 0,30 
0,04476 5,31 5,35 0,04462 0,04495 +0,43 








Kinige Versuche unter Verwendung von 1/100-Normal- 
lésungen lieferten ebenfalls befriedigende Ergebnisse. In 
einzelnen Fallen, wenn z. B. nur geringe Harnmengen zur 
Verfiigung stehen, wird man sich daher auch dieser Lisungen 
tir die Homogentisinsiiurebestimmung bedienen kénnen. 

Jeder bicarbonat-alkalisch gemachte normale Harn ver- 
braucht verschiedene Mengen von n/10-Jodlésung. Die Jod- 
stiirkereaktion konnte immer sicher erkannt werden, wenn der 
Harn auf das 10fache verdiinnt und Stirkelésung in reich- 
licher Menge (etwa 2 ccm einer 2°/,igen Liésung) zugesetzt 
wurde. Die jodverbrauchenden Prozesse im Harn verlaufen 
jedoch gegen das Ende der Jodtitration nur sehr langsam, so 
daB die Blaufirbung durch die Jodstirkereaktion anfinglich 
kiirzer, spater liinger bestehen bleibt. In saurer Lésung sind 
diese Prozesse nicht reziprok. Auch nach unseren Versuchen 
wurde das verbrauchte Jod durch Ans&iuern aus normalen 
Harnen nur in minimalen, praktisch belanglosen Spuren in 
Freiheit gesetzt. 

Einige weitere Versuche mit normalen Harnen, die bei 
hicarbonat-alkalischer Reaktion so lange mit n/10-Jodlésung 
versetzt worden waren, daB die Jodstairkereaktion wenigstens 
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1 Minute bestehen blieb, ergaben, daB nach dem Ansiuern 
mit Schwefelsiure von einer jetzt zugesetzten Menge n/10- 
Jodlésung auch nach 15 Minuten langem Stehen durch den 
Harn nichts verbraucht wurde. Bei saurer Reaktion ist also 
ein weiterer Jodverbrauch durch die normalen Harnbestand- 
teile nicht zu_befiirchten. 

Kis wurden nun verschiedene Mengen von Homogentisin- 
siiure den verschiedensten Harnen zugesetzt. Bei der Riick- 
titration des durch Ansiuern in f[reiheit gesetzten Jodes mit 
n/10-Thiosulfatlésung konnte nur dann ein sicherer Kndpunkt 
festgestellt werden, wenn die von uns oben angefihrten Be- 
dingungen genau eingehalten wurden. Die erhaltenen Werte 
fiir die wieder gefundenen Homogentisinsiiuremengen fielen 
jedoch in der Regel etwas zu gering aus. Die Differenzen 
zwischen der zugesetzten und der wieder gefundenen Homo- 
gentisinsiuremenge waren bei den verschiedenen Harnen ver- 
schieden und stiegen der Harnmenge annihernd proportional 
an. Aus zahlreichen Bestimmungen an Harnen, die von ver- 
schiedenen gesunden Personen mit verschiedener Ernihrung 
stammten, ergab sich, daB bei Verwendung von 10 ccm Harn 
0,10—0,25 ccm n/20-Thiosulfatidsung zu wenig verbraucht 
wurden, was einem Verlust an Homogentisinsiiure von 0,4 bis 
1,0 mg entspricht (vgl. nachstehende Tab. Il). Aus diesem 
Grunde muB man bei Homogentisinsiiurebestimmungen im Harn 
zu der fiir 10 ccm Harn verbrauchten n/20-Thiosulfat- 
lésung 0,20 ccm addieren. Dann betragt der maximale 
Fehler fiir Homogentisinsiure weniger als 0,5 mg in 10 ccm 
Harn. Nur in einem Harn eines Falles von Arthritis urica, 
dem Homogentisinsiiure zugesetzt worden war, betrug in Zeiten 
reichlicher Harnsiureausschwemmung und bei hohem Indikan- 
gehalt einigemal der Verlust in 10 ccm Harn, 0,4 ccm n/20- 
Thiosulfatlésung, entsprechend 1,7 mg Homogentisinsiure (vg. 
Beispiel Nr. 6 der Tab. II). 

Zur Priifung der Brauchbarkeit der Methode setzte auch Metz 
verschiedenen normalen Harnen eine abgewogene Menge Homogentisin- 
siiure in Lésung zu und bestimmte diese dann jodometrisch. Er gibt 


in seiner Tabelle fiir die gefundene Homogentisinsiure Werte an, die 
auffallenderweise in drei Beispielen mit der Einwage vollkommen iiber 
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Homog.- | n/20- n 20- Hom.-S. | Verlust an Hom.-S. 
Nr. _ Siiure Jod | Thiosulf. gef. aiideacuaiitie 
ecm g cem eem*) g § Thiosulf. 
1 | 10(L) | 0,03649 | 10,0 8.531 | 0,08585 | 0,00064 0,152 
ia] 20(L) | 0,03649 | 11,5 8,423 | 0,03539 | 0,00110 0,262 
2 | 10(W) | 0,03649 | 9,8 8,531 | 0,03585 | 0,00064 0,152 
3 | 10(L) 0,03649 | 10,2 8,585 0,03607 | 0,00042  ~=0,10 
4 | 10(N) | 0,02628 | 7,7 6,047 | 0,02541 | 0,00087 | 0,207 
4a] 20(N) | 0,02628 | 8,4 5,94 0,02496 | 0,00132 0,314 
5 | 10(W) | 0,07383 | 19,05 | 17,36 0,07294 | 0,00089 0,212 
5a} 20(W) | 0,07383 | 20,3 | 17,15 0,07206 | 0,00177 0,421 
6 | 10(QO) 0,07383 | 23,70 | 17,15 0,07206 | 0,00177 0,421 
6a] 20(0) | 0,07383 | 26,95 | 16,77 0,07046 | 0,00337 0,802 











*) Die dritte Dezimale kam durch logarithmische Umrechnung mit 
dem Faktor der Lésung zustande. 


einstimmen und in zwei Beispielen nur um 0,2‘, davon abweichen. 
Beim Nachrechnen dieser Beispiele unter Multiplikation der verbrauchten 
ecm n/10-Thiosulfatlésung mit seinem Faktor 0,008487 zeigte sich jedoch, 
daB die angegebenen Zahlen nicht stimmen und die Werte fiir die ge- 
fundene Homogentisinsiiure tatsichlich durchwegs um rund 6,5°, 
niedriger sind als die Kinwage. 

Unter den Substanzen des normalen Harnes, welche den 
vollkommen quantitativen Ablauf der Reaktion stéren, spielen 
sicherlich auch die Harnsiure und ihre Oxydationsprodukte 
eine Rolle. Wird diese in Form von Urat einer reinen Homo- 
gentisinsiurelésung von bekanntem Gehalt zugesetzt, so sind 
die bei der Riicktitrierung mit Thiosulfat erhaltenen Werte 
auch etwas geringer. Wir machten ferner Versuche, die 
Homogentisinsiure nach Entfernung der Harnsiiure aus dem 
Harn zu bestimmen. Fir diese Zwecke kommt nur das Aus- 
salzen mit Ammoniumchlorid in Betracht. Auch nach dem 
Ausfillen ist die Homogentisinsiure der direkten Jodtitration 
nicht zuganglich, weil es nicht gelingt, die iibrigen jodver- 
brauchenden Stoffe, wie z. B. die Phenolderivate auf einfache 
Weise zu entfernen. Jedoch gelingt die Riicktitration mit 
Thiosulfat auch nach der Ausfillung der Harnsiure, wenn 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CLXXXI,. 14 
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diese bei schwach saurer Harnreaktion vorgenommen wird. 
Dieses Verfahren bietet jedoch keine Vorteile, da die im Harn 
vorhandenen Harnsdiuremengen in der Regel gering sind oder, 
wenn sie einmal einen héheren Wert erreichen, beim Erkalten 
und lingeren Stehen des Harnes ohnehin teilweise ausfallen. 

Fiir die Durchfithrung von Stoffwechselversuchen ist in 
der Regel die Bestimmung der in 24 Stunden ausgeschiedenen 
Homogentisinsiiuremenge wichtig. Es mubBte daher auch die 
Frage entschieden werden, inwieweit bei langerem Stehen des 
Harnes der Homogentisinsiuregehalt abnimmt. Diese Ver- 
suche haben gezeigt, daB auch bei tagelangem Stehen, 
solange der Harn schwach sauer reagiert, eine Ab- 
nahme des Gehaltes an Homogentisinsiure nicht 
nachweisbar ist. Wird jedoch die Reaktion des Harnes 
schwach alkalisch, so tritt in kurzer Zeit ein deutliches Ab- 
sinken ein. 

Tabelle III. 




















; Alkaptonharn Aciditiit n/20-Thio- Homog.-Siiure 
Nr. sulfat 
10 eem n/10-NaOQH 
ecm g 
11. Dez. 3,0 10,15 0,04265 
1 12. ,, 2.4 10,15 0,04265 
WB. us 1,2 10,15 0,04265 
15. 3,4 8,2 0,03445 
9 16. ,, 1,9 8,2 0,03445 
ew amphoter 8,2 0,03445 
Arbeitsmethode. 


10 ccm Harn werden in einem ?/,-Literkolben mit 90 ccm 
Wasser, 2 ccm einer 2°/, igen Stirkelésung und 1 g chemisch- 
reinem, carbonatfreien Natriumbicarbonat versetzt und sofort 
mit n/20-Jodliésung titriert. Da wegen der anderen jodver- 
brauchenden Stoffe im Harn die Titration zu keinem dauern- 
den Endpunkt fihrt, miissen folgende Bedingungen strenge 
eingehalten werden: Sobald eine Blaufirbung eintritt, setzt 
man eine Messerspitze voll Bicarbonat zu, schiittelt um und 
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wartet '/, Minute. Verschwindet in dieser Zeit die Blau- 
firbung, so setzt man weiter tropfenweise Jod zu, bis nach 
der angegebenen Wartezeit und nochmaligem Bicarbonatzusatz 
die normale Jodstirkereaktion eben bestehen bleibt. Ein 
lingeres Zuwarten ist eher nachteilig, Da die Stirke ge- 
legentlich, besonders bei langsamem Titrieren so weit abgebaut 
wird, daB die Jodstirkereaktion nicht mehr eintritt, muB man, 
wenn man bemerkt, da8 beim Zutropfen der Jodlésung die 
Blaufarbung nicht mehr auftritt, abermals 1 ccm Stirkelésung 
zusetzen. Dann werden 100 ccm einer verdiinnten Schwefel- 
siure (1:5) und 5 ccm einer 4°/,igen Loésung von reinem 
Kaliumjodid zugesetzt, mehrmals umgeschiittelt, 15 Minuten 
stehen gelassen, und darauf das ausgeschiedene Jod mit n/20- 
Thiosulfatlésung titriert. Zu der Zahl der verbrauchten Kubik- 
zentimeter Thiosulfatlésung werden 0,20 ccm addiert und die 
so korrigierte Zahl mit 0,0042016 multipliziert. Das Produkt 
gibt die in 10 ccm Harn enthaltene Homogentisinsiure in 
Gramm an. Der maximale Fehler betrigt gewéhnlich weniger 
als 0,5 mg Homogentisinsiure in 10 ccm Harn. 

Auch mit 1/10-Normallésungen laBt sich natiirlich die 
Bestimmung ausfiihren. Allerdings ist dann die Genauigkeit 
nicht so groB, weil eben in diesem Falle 0,05 com MaBfliissig- 
keit bereits 0,42 mg Homogentisinsiure anzeigen. Zu den 
verbrauchten ccm n/10-Thiosulfatlésung addiert man 0,10 ccm 
und multipliziert die korrigierte Zahl mit 0,0084032. Man 
erhalt so die Anzahl Gramm Homogentisinsiure in 10 ccm Harn. 
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Cerebrosidspeicherung bei Morbus Gaucher 
Ill. Mitteilung.?) 


Von 


Hans Lieb und Milos Mladenovic. 





(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Graz.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. Februar 1929.) 


Auf der 23. Tagung der Deutschen Pathologischen Ge- 
sellschaft in Wiesbaden (April 1928) berichtete Herr Ham- 
perl’) aus dem Pathologisch-anatomischen Institut der Uni- 
versitiit Wien iiber einen Fall von lipoid-zelliger Spleno- 
hepato-megalie bei einem 5'/, Monate altem Kind, der auf 
Grund der morphologischen Untersuchung des Milzpunktates 
klinisch zum Typus Gaucher gerechnet werden mubBte. 
Nach dem Tode des Kindes ergab die genaue histologische 
Untersuchung, daB sich die typischen Gaucherzellen nicht nur 
in Leber, Milz, Lymphdriise und Knochenmark vorfanden, 
sondern auch in einer Reihe anderer Organe, in denen man 
bisher in Fallen von Morbus Gaucher solche Zellen nicht 
beobachtet hatte. Man wurde daher in der zuerst gestellten 
Diagnose wankend und erwog die Méglichkeit, ob etwa eine 
Spleno-hepato-megalie vom Typus Niemann-Pick vorliege. 

Zur Entscheidung dieser Frage muB die chemische 
Untersuchung der Organe, insbesondere der Milz und Leber, 
vorgenommen werden. Denn der Typus Niemann- Pick ist 
ausgezeichnet durch eine reichliche Speicherung von Phos- 
phatiden, wihrend Cerebroside in solchen Fallen nicht ge- 
funden wurden. Der Typus Gaucher hingegen zeigt nach 
den bisherigen Beobachtungen keine Phosphatidvermehrung; 
dafiir ist in der Milz das Cerebrosid Kerasin reichlich ge- 
speichert, wie wir bereits in zwei Fallen zeigen konnten. 





i) J. und II. Mitteilung diese Zs. Bd. 140, S. 305 (1924) u. Ba. 170, 


S. 60 (1927). 
?) Verhandlungen d. deutschen Patholog. Ges., 23. Tagung (1928). 
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Die von Hamper! kurz mitgeteilten Analysenergebnisse 
iiber den Lipoidgehalt der frisch untersuchten Milz, wobei 
9,62°/, Gesamtlipoide, 0,93°/, Gesamtcholesterin und 5,98°/, 
Lecithin festgestellt wurden, schienen der Vermutung recht zu 
geben, daB der vorliegende Fall zum Typus Niemann-Pick 
gehore. Kin Lecithingehalt von fast 6°/, im frischen Organ 
erscheint uns jedoch so ungewohnlich hoch, daB wir unbedingt 
annehmen miissen, daB das, was als Lipoidphosphor ermittelt 
und auf Lecithin umgerechnet wurde, nicht nur von den 
Phosphatiden stammt, sondern auch von anderen phosphor- 
haltigen Verbindungen, die beim Extrahieren mit in Lésung 
gegangen sein konnten und durch Lipoide in Lésung gehalten 
wurden. Bedenkt man nimlich, daB aus 100 g frischer Milz 
nur etwa 18—20¢ Milztrockenpulver erhalten werden, so 
wiirde hier der Lecithingehalt des Trockenpulvers 30—33°/, 
betragen, ein Wert, der uns unwahrscheinlich hoch erscheint. 
{s ist eben nicht angiingig, daB man in einem Extraktriick- 
stand, der durch Extraktion irgendeines Organes mit Aceton, 
Ather oder Alkohol erhalten und der keiner weiteren Reini- 
gung unterzogen wurde, den gesamten Phosphor einfach auf 
Lecithin umrechnet, ohne zu beriicksichtigen, da8 durch Lés- 
lichkeitsbeeinflussung phosphorhaltige Verbindungen, die nicht 
den Phosphatiden angehéren, mitgelést werden kénnen. 

Dank der Vermittlung und dem Entgegenkommen des Herrn 
kK. Epstein (Wien), der auf der friiher erwiihnten Pathologen- 
tagung?) zur Kinordnung des in Frage stehenden Falles be- 
reits in unserem Sinne Stellung genommen hat, wurde uns 
Milz- und Lebermaterial davon, insbesondere zur Untersuchung 
auf den allfialligen Cerebrosidgehalt zur Verfiigung gestellt. 
Simtliche Organe waren allerdings schon in Formalin fixiert 
worden, was auf die Extrahierbarkeit, wie wir in einer beson- 
deren Mitteilung zeigen werden’), nicht ganz ohne EinfluB ist. 

Die Milz, von der zur chemischen Untersuchung nur noch 
13 g verfiigbar waren, war bereits von Epstein u. Lorenz nach 
griindlicher Auswisserung zur Entfernung des Formalins und 





1) a.a.O. 2) Vgl. die folgende Mitteilung: ,,Uber den Ein- 
flu8 der Formalinfixierung von Organen usw.‘ Dieser Band S. 221. 
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nach Zerschabung bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und das 
Trockenpulver im Gewichte von 3,07 g (= 23,6°/,) der fixierten 
Milz der Extraktion unterworfen und dabei ein Weg ein- 
geschlagen worden, der vor allem die Erfassung der Phos- 
phatide zum Ziele hatte, weil man im damaligen Zeitpunkte 
in erster Linie an eine Phosphatidspeicherung dachte. Zu 
diesem Zwecke wurde das Milzpulver zuerst erschépfend mit 
Aceton extrahiert. Die Menge des Acetonriickstandes lief 
sich hierbei allerdings nicht genau ermitteln, weil bei der 
Aufarbeitung ein GefaiB gesprungen war. Nur durch Differenz- 
wigung des Pulvers vor und nach der Extraktion lieB sich 
ein Gewichtsverlust von etwa 4,4°/, feststellen. Ein gering- 
fiigiger Teil des Extraktionsriickstandes dieser Acetonfraktion 
wurde uns zur chemischen Untersuchung iibergeben. Die 
schmierige Masse von braungelber Farbe war in Alkohol und 
auch in Ather in der Warme restlos léslich. Beim Erkalten 
der itherischen Lésung bildete sich eine durchscheinende 
Gallerte, die nach dem Abdunsten des Athers als diinner, 
durchsichtiger Belag zuriickblieb. Dieser wurde in absolutem 
Alkohol aufgenommen und mit etwas Tierkohle entfairbt. Aus 
der alkoholischen Lésung schied sich jetzt nach dem Einengen 
auf ein kleines Volumen beim Abkiihlen ein véllig farbloses 
Produkt gallertig ab, das unter dem Mikroskop bereits Glo- 
bulithen, jedoch noch ohne deutliche Krystallstruktur erkennen 
lieB. Da seine Menge so geringfiigig war, daB an eine genauere 
chemische Untersuchung nicht gedacht werden konnte, muBten 
wir uns auf eine optische Untersuchung im Polarisations- 
mikroskop mittels des Gipsplittchens beschrinken. Beim Be- 
handeln mit Essigester oder mit Pyridin auf dem Objekt- 
triiger wurden Krystallaggregate (Sphirolithe) erhalten, deren 
Krystallnadeln bei der Untersuchung mit dem Gipsplittchen 
von Rot I nach Rosenheim fast ausschlieBlich optisch nega- 
tiven Charakter, also die fiir Kerasin charakteristischen 
Farbenerscheinungen aufwiesen. Nur ganz vereinzelt fanden 
sich in einigen mikroskopischen Priparaten auch Sphirolithe, 
die optisch positiven Charakter, also ein Farbenbild zeigten, wie 
es dem Cerebron (Phrenosin) zukommt. 
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Schon nach diesen Beobachtungen ist die Anwesenheit von 
vevebrosiden in der Milz nicht mehr zweifelhaft; die weitere Unter- 
suchung der Alkoholfraktion des Milzpulvers zeigte dann auch, 
daB eine betrachtliche Speicherung von Cerebrosiden vorliegt. 

Nach der Extraktion mit Aceton extrahierten Epstein 
u. Lorenz das Milzpulver mit Petrolither und erhielten dabei 
einen Abdunstungsriickstand von 0,1606 g, das sind 5,2°/, des 
Trockenpulvers. Der ganze Riickstand wurde von ihnen fir eine 
Phosphorbestimmung verwendet und dabei 0,318°/, P erhalten. 
Auf Milztrockenpulver umgerechnet, ergibt sich 0,0166°/, P 
oder, falls man diesen Phosphor als von Lecithin stammend 
ansieht, 0,438°/, Lecithin (Umrechnungsfaktor 26,4). 

Hierauf nahmen Epstein u. Lorenz die Extraktion des 
Milzpulvers mit 96°/,igem Alkohol in der Siedehitze vor und 
erhielten dabei einen rohen Abdunstungsriickstand von 0,2858 g, 
das sind 9,3°/, des Trockenpulvers. Dieser Extraktionsriickstand 
wurde uns zur Untersuchung auf Cerebroside iibergeben, da 
gerade in dieser Fraktion Cerebroside in gréBerer Menge zu 
erwarten waren. Das schmierige Produkt von brauner Farbe 
wurde in heiBem, absolutem Alkohol aufgenommen und von 
der geringfiigigen Menge eines unldéslichen Anteiles abfiltriert. 
Aus dem Filtrat schied sich allmahlich eine gallertige Masse 
in kugeligen Gebilden ab, die nach dem T'rocknen wachs- 
artiges Aussehen und gelblichweiBe Farbe aufwies. Nach 
nochmaliger Behandlung mit Alkohol wurde eine Substanz er- 
halten, die bei 160° zu erweichen begann und bis 175° ge- 
schmolzen war. Nach Behandlung mit Tierkohle in alkoholi- 
scher Lésung schied sich ein fast farbloses Produkt ab, das 
bei 180° schmolz. Seine Menge betrug rund 80 mg. Mit 
konzentrierter Schwefelsiure zeigte es nach mebhrstiindigem 
Stehen die fiir Cerebroside charakteristische rotviolette Farben- 
reaktion. Nach der Hydrolyse eines kleinen Teiles mit methy]- 
alkoholischer Schwefelsiure war im Hydrolysat deutliches Re- 
duktionsvermégen feststellbar. Die isolierte Cerebrosidmenge 
von wenigstens 80 mg, die einen Minimalwert darstellt, weil 
einerseits die Isolierung nicht quantitativ durchfiihrbar ist, ander- 
seits schon in der Acetonfraktion kleine Mengen davon fest- 
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gestellt wurden, ist immerhin ziemlich groB. Sie entspricht 33°), 
des gereinigten Alkoholabdunstungsriickstandes oder 2,61°/, des 
Milztrockenpulvers. Wir kénnen mit Sicherheit annehmen, 
daB eine weitaus gréBere Menge hitte isoliert werden kénnen, 
wenn der in friheren Fallen angewendete Weg der Extrak- 
tion mit Ather und Alkohol eingeschlagen worden wiire. 

Die Hauptmenge der isolierten Substanz wurde in Essig- 
ester gelést, woraus sich die Substanz bei langsamem Ab- 
kiithlen in kugeligen Gebilden ausschied, die unter dem Mikro- 
skop deutliche Krystallstruktur erkennen lieBen. Eine Ana- 
lyse der im Vakuum iiber Schwefelsiure bei Zimmertemperatur 
getrockneten Substanz ergab: 

3,588 mg Substanz gaben 8,97 ng CO,, 3,66 mg H,O = 68,18°%, C 
11,42°/, H. 

Fiir Kerasin: C,,H,,O,N + H,O Ber. C 69,14°/, H 11,49°, 

Fiir Phrenosin: C,,H,,0,.N + H,0')  ,, — ,, 67,81 » 1627 

Das Analysenergebnis spricht dafiir, daB die Substanz 
noch nicht ganz rein war. Die minimale, noch zur Ver- 
fiigung stehende Menge wurde abermals aus Essigester um- 
krystallisiert, worauf der Klirungspunkt bei 180—182° lag, ein 
Erweichen der Substanz jedoch schon von 165° an zu beob- 
achten war. Kin ganz iihnliches Verhalten zeigte auch reines 
Kerasin, dessen Klirungspunkt mit dem gleichen Thermometer 
bei 185—187° festgestellt wurde. Die Substanz wurde nun 
nach dem Trocknen iiber Schwefelsiure bei 115° im Vakuum 
zur Gewichtskonstanz getrocknet und dabei der 1 Mol. Kry- 
stallwasser entsprechende Gewichtsverlust festgestellt. 

5,278 mg Substanz verloren bei einstiindigem Trocknen bei 115 
im Vakuum 0,122 mg = 2,42°, H,O. 

C,,H,,O,N + H,O Ber. H,O 2,21°,. 

5,150 mg wasserfreie Substanz gaben 13,13 mg CO,, 5,19 mg H,O = 
69,53°/, C, 11,29°/, H. 

Kerasin: C,,H,,O,N Ber. C 70,70°/, H 11,50°/, 
Phrenosin: C,,H,,O,N - » 69,81 » 0,07 


') Formel berechnet man nach den neuesten Feststellungen von 
Klenk, diese Zs. Bd. 179, S. 312 (1928), wonach die Cerebronsiiure mit 
Oxylignocerinsiiure C,,H,,0, identisch ist. 
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Ein nochmaliges Umkrystallisieren aus Essigester iinderte 
an den Analysenwerten kaum etwas. 

Gef. C 69,76°, H 11,24°/, 

Aus den Mutterlaugen lieB sich noch eine kleine Menge 
von Cerebrosid isolieren, das nach zweimaligem Umkrystalli- 
sieren aus Alkohol und Trocknen im Vakuum iiber Schwefel- 
siiure bei Zimmertemperatur 68,86°/, C und 11,43°/, H fiir die 
krystallwasserhaltige Verbindung bei der Elementaranalyse ergab. 

Die gefundenen Werte liegen zwar zwischen den fiir 
Kerasin und Phrenosin errechneten; daB aber im wesentlichen 
nur Kerasin vorhanden sein konnte, dafiir spricht einerseits 
das Ergebnis der optischen Untersuchung im Polarisations- 
mikroskop mit dem Gipsplittchen (negative Anisotropie), ander- 
seits die deutliche Linksdrehung im Polarisationsapparat. 
Bestimmung der spezifischen Drehung, Pyridin als Lésungsmittel: 

d = 0,9766 ¢ = 1,177 449 = — 0,12° 
p = 1,82 1=100mm_  [ajp”’ = — 6,60°. 

Uberblickt man die analytischen Ergebnisse dieser Milz- 
untersuchung, so zeigt sich, da von einer betrichtlichen 
Phosphatidspeicherung wohl kaum die Rede _ sein 
kann. Der Abdunstungsriickstand der Petroliitherfraktion, 
der den Hauptteil der ungesittigten Phosphatide enthalten 
soll, war einerseits geringfiigig, anderseits arm an Phosphor, 
und der Abdunstungsriickstand der Alkoholfraktion, der aller- 
dings aus iuBeren Griinden auf Phosphatide nicht eigens unter- 
sucht werden konnte, bestand zu mehr als einem Drittel aus Cere- 
brosid. Auch unter der Annahme, da8 die anderen zwei Drittel 
ausschlieBlich aus Phosphatiden bestanden hiitten und daB auch 
in der Acetonfraktion etwas Phosphatid vorhanden wire, wiirde 
der Phosphatidgehalt des Milzpulvers 6°/, kaum iiberschreiten. 

Anhangsweise moéchten wir an dieser Stelle noch einmal 
auf die GréBe der spezifischen Drehung des Kerasins 
zuriickkommen, Wie schon in der zweiten Mitteilung an- 
gegeben, schwanken die Angaben iiber die Grébe der spezi- 
fschen Drehung, die auch stark von der Art des Liésungs- 
mittels, der Konzentration und der Temperatur abhingig ist. 
Wir nahmen daher neuerdings diese Bestimmungen an reinem 
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Kerasin mit verschiedenen Lésungsmitteln unter Benutzung 
einer besseren Beleuchtungseinrichtung beim Polarisations- 
apparat vor, als es bei den friiheren Bestimmungen méglich 
war. Die Ergebnisse sind: 

1. Chloroform mit einem Zusatz von 10 Vol.-°/, Pyridin: 
Konzentration der Lésung 2,723; L = 100mm; «79 = — 0,25°; 
[a =— 9,18". 

EK. Walz’) fand fiir Kerasin aus Rindermilz unter den- 
selben Bedingungen: 
[a}>” = — 8,76°. 
2. Pyridin als Lésungsmittel (Mikropolarisation): 
d = 0,9768 ¢ = 8,527 w189 = — 0,770 
p = 8,73 = 100 mm [a> = — 9,03° 
Walz?) fand unter fast denselben Bedingungen: 


15° ‘ 
[a D ss — 9,12° 


3. Chloroform als Lésungsmittel: 
Konzentration 3,02; L=100mm; «°° =— 0,35% [appP? — — 11,59°. 
4. Absoluter Athylalkohol als Lésungsmittel: 
Konzentration 4,115; LZ = 100mm; «°° =— 0,16° [a}>?” = — 3,89". 
Der in der II. Mitteilung angegebene Wert fiir die spez. 
Drehung in absolutalkoholischer Lésung [a] = — 8,03° ist 
somit zu korrigieren. Der jetzt ermittelte genaue Wert nahert 
sich vielmehr dem in der I. Mitteilung angegebenen. 


Die Untersuchung der Leber. 


Die in Formalin fixierte Leber wurde durch die Fleisch- 
maschine getrieben und der erhaltene Leberbrei so lange mit 
Wasser gewaschen, bis im Waschwasser keine Formolreaktion 
feststellbar war. Mit dem getrockneten, fein zerriebenen Material 
fihrten Epstein u. Lorenz den gleichen Extraktionsgang durch 
wie mit dem Milzpulver. 7,0944 g Trockenpulver ergaben bei der 
erschépfenden Extraktion mit wasserfreiem Aceton 0,976 g 
rohen Abdunstungsriickstand = 13,75°/, des Leberpulvers. 
Beim Behandeln mit heiBem Aceton blieb ein Teil des Ab- 
dunstungsriickstandes ungelést. Den uns tibergebenen aceton- 


1) Diese Zs. Bd. 166, S. 221 (1927). 
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léslichen Anteil behandelten wir abermals mit heibem Aceton, 
entfernten dadurch noch eine geringe Menge eines unléslichen 
Produktes und erhielten jetzt einen Abdunstungsriickstand aus 
der Acetonlésung nur im Gewichte von 0,30 g = 4,23°/, des 
Trockenpulvers. Dieser wurde in 150 ccm Aceton  geldst, 
50 ccm dieser Lésung eingedampft und im Riickstand Stick- 
stoff und Phosphor bestimmt. Der Stickstoffgehalt betrug 
0,54°/,, der Phosphorgehalt 0,95°/,, oder, auf Trockenpulver 
umgerechnet, 0,0401°/, P (unter Zugrundelegung von 4,23°/, 
Abdunstungsriickstand). Der Rest des Riickstandes wurde mit - 
kaltem Aceton behandelt, wobei nur ein Teil in Lésung ging. 
Dieser Teil war fast stickstoffrei, enthielt jedoch noch 0,2°/, 
Phosphor. Der in kaltem Aceton unldésliche Teil stellte ein 
amorphes, gelblichweiBes Produkt von schwach fettigem Cha- 
rakter dar, welches viel stickstoffreicher, aber phosphorairmer 
war als der urspriingliche Extraktionsriickstand, nimlich N = 
1,90°/, P = 0,49°/,. 

Die restlichen 100 ccm der Acetonlésung wurden zur 
Cholesterinbestimmung verwendet. Der Mittelwert von 
vier Bestimmungen, ausgefiihrt nach der Digitoninmethode in 
je 4ccm Lésung, betrug 23,21°/, Cholesterin im gereinigten 
Extraktriickstand oder auf Lebertrockenpulver berechnet rund 
1°/, Cholesterin, was etwa dem Normalgehalt der Leber an 
Cholesterin entspricht. 

Bei der darauf vorgenommenen Extraktion des Leber- 
pulvers mit Petrolather wurde ein Abdunstungsriickstand 
von 0,0262 g = 0,36°/, des Trockenpulvers erhalten. Diesen 
Riickstand nahmen wir in gereinigtem Ather auf, filtrierten 
von einer Spur eines unléslichen Anteiles ab und erhielten 
nun einen Riickstand von 0,0255 g = 0,33°/,. Dieser enthielt 
1,15°/, P oder, auf Trockenpulver umgerechnet, 0,004247°/, P 
und 1,45°/, N. Eine Umrechnung der in der Aceton- sowie ins- 
besondere in der Petrolitherfraktion erhaltenen Phosphorwerte 
auf Lecithin laBt keinerlei Phosphatidvermehrung erkennen. 

Die erschépfende Extraktion mit heibem Alkohol 
lieferte einen rohen Abdunstungsriickstand im Gewichte von 
1,2908 g = 18,19°/, des Lebertrockenpulvers. Dieser von uns 
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zur Untersuchung auf Cerebroside iibernommene Extraktriick- 
stand hinterlieB beim Aufnehmen in absolutem Alkohol einen 
geringfiigigen unldslichen Anteil. Da sich direkt keine globu- 
lithenartige Abscheidung von Cerebrosid erzielen lieB und auch 
eine Behandlung mit Ather in der Kilte, wobei ein brauner, 
schmieriger Anteil in Lésung ging, keinen Erfolg brachte, 
machten wir wieder von der von uns in der ersten Mitteilung 
beschriebenen Methode der Fillung mit gesittigter, waBriger 
Quecksilberchloridlésung Gebrauch. Der entstandene, grob- 
flockige Niederschlag wurde durch Zentrifugieren isoliert, mit 
wenig kaltem Alkohol gewaschen, darauf in Alkohol in der 
Hitze geliést, Schwefelwasserstoff eingeleitet und von den 
Spuren von Quecksilbersulfid abfiltriert. Aus dem Filtrat 
das mit wenig Tierkohle behandelt worden war, schied sich 
nach dem Kinengen auf ein kleines Volumen eine farblose, 
gallertige Masse ab, die die drei qualitativen Proben auf 
Kerasin—Schwefelsiiure, Gipsplattenprobe, Reduktionsvermiégen 
nach der Hydrolyse — deutlich erkennen lieB. Uber dessen 
Menge kénnen wir in diesem Falle keine Angaben machen, 
da mit dem Extraktriickstand eine Reihe von Vorversuchen 
gemacht wurden und bei der schwierigen Isolierung des Cere- 
brosids groBe Verluste eintraten. Es sei nur noch bemerkt, dai 
die Gipsplattenprobe nach Rosenheim keine Anhaltspunkte 
fiir das Vorhandensein von Phrenosin (Cerebron) bot. 

Herr Epstein vermittelte uns weiter 7 g Leberpulver, 
das durch Auswaschen von Formalin befreit worden war. 
Damit fihrten wir die Extraktion mit Ather und AIl- 
kohol durch, ein Untersuchungsgang, der uns bei der Milz- 
extraktion in friiheren Fallen von Morbus Gaucher die besten 
Ergebnisse lieferte. 

6,993 g feinst zerriebenes, im Vakuum iiber Schwefelsiiure 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknetes Material wurde mit ge- 
reinigtem, trockenem Ather 8 Stunden im Soxhletapparat 
extrahiert. Der Riickstand der iitherischen Liésung wurde 
nochmals in Ather aufgenommen und eine geringfiigige Menge 
eines unldslichen Anteiles entfernt. Der nun erhaltene Ather- 
abdunstungsriickstand von schwachgelblicher Fiarbung wog 
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nach dem Trocknen im Vakuum iiber Schwefelsiiure 0,715 g = 
10,2°/, des Trockenpulvers. Bei einer Behandlung mit wasser- 
freiem, reinen Aceton in der Wirme bDlieb ein Teil ungeldst, 
dessen Menge 6,38°/, des Abdunstungsriickstandes oder 0,65°/, 
des Trockenpulvers betrug. Er enthielt 8,18°/, Stickstoff und 
),63°/, Phosphor. Diese Phosphormenge wiirde nur 1,06°/, 
Lecithin (Umrechnungsfaktor 26,4) im Abdunstungsriickstand 
oder 0,11°/, im Lebertrockenpulver entsprechen. 

Im acetonldslichen Anteil des Atherabdunstungsriickstandes 
im Gewichte von 0,6675 g = 93,62°/, des Abdunstungsriick- 
standes oder 9,55°/, des Leberpulvers schieden sich nach dem 
Verdunsten des Lésungsmittels vereinzelt Krystallaggregate ab, 
die den Sphirolithen der Cerebroside sehr ahnlich waren. Sie 
wurden mechanisch aus der halbfesten, gelblich gefiirbten 
Masse entfernt und in wenig heifem Alkohol gelist. Beim 
Erkalten schied sich aus der alkoholischen Lésung eine farb- 
lose, gequollene Masse von Globulithen aus, die von der 
Mutterlauge durch Dekantieren befreit und im Vakuum ge- 
trocknet wurde. Bei der Untersuchung mit dem Gipsplittchen 
von Rot I im Polarisationsmikroskop zwischen gekreuzten 
Nicols zeigten die Sphirolithe optisch negativen Charakter, 
also das fiir Kerasin charakteristische Farbenbild. Damit ist 
sehr wahrscheinlich gemacht, daB kleine Mengen von Cere- 
brosid schon bei der Extraktion mit Ather mitgelist werden, 
obwohl sie an sich in Ather kaum léslich sind. 

Der von diesen Krystallen befreite, acetonlésliche Anteil 
des Atherabdunstungsriickstandes wurde auf Stickstoff, Phos- 
phor, Gesamtcholesterin und Neutralfett untersucht und dabei 
iiberraschenderweise festgestellt, daB sowohl Stickstoff als 
Phosphor fehlten. Demnach sind keine Phosphatide in dem 
acetonlislichen Anteil des Atherabdunstungsriickstandes ent- 
halten. Da aber auch der acetonunlésliche Anteil zwar phos- 
phorhaltig, aber nur 61/,°/, des Abdunstungsriickstandes aus- 
machte, kommt eine Phosphatidspeicherung in der 
Leber nicht in Betracht. 

Die Cholesterinbestimmung, mittels Digitoninfaillung 
ausgefiihrt, ergab als Durchschnittswert mehrerer Analysen 
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12,02°/, Cholesterin im Abdunstungsriickstand oder 1,15°/, 
im Leberpulver, was dem Normalwert entspricht. 

Die Neutralfettbestimmung wurde nach der von Bang 
fir die Bestimmung im Blut angegebenen Methoden aus- 
gefiihrt. Der Mittelwert aus vier Bestimmungen fiir Neatral- 
fett + Cholesterin betrug 73,18°/,. Die Bestimmung des Neu- 
tralfettes allein nach der Entfernung des Cholesterins mit Di- 
gitonin ergab im Mittel 62,37°/,, oder 5,96°/, im Leberpulver. 
Daraus ergibt sich auf indirektem Wege ein Cholesteringehalt 
von 10,81°/,, ein Wert, der mit dem direkt ermittelten Chole- 
sterinwert unter Beriicksichtigung der Fehlerquellen bei der 
Bangschen Methode immerhin gut iibereinstimmt.’) 

Alkoholextraktion. Das mit Ather extrahierte Leber- 
pulver wurde darauf mit 96°/,igem Alkohol im Soxhletapparat 
durch 34 Stunden extrahiert und dann noch zweimal je 2Stunden 
mit Alkohol am RiickfluBkiihler ausgekocht. Die vereinigten 
Filtrate wurden im Vakuum bei 50° eingedampft und jetzt in 
absolutem Alkohol aufgenommen. Sie hinterlieBen einen ge- 
reinigten Riickstand (getrocknet im Vakuum iiber Schwefelsiure) 
im Gewichte von 0,763 g = 10,91°/, des Trockenpulvers. Bei 
noch zweimaliger Behandlung mit absolutem Alkohol war nur 
eine Gewichtsabnahme von 16mg _ feststellbar. SchlieBlich 
wurde der gereinigte Riickstand in 50 ccm absolutem Alkohol 
gelést und davon */, zur Gewinnung eines Cerebrosids nach 
der von uns angegebenen Methode verarbeitet. Bei der Fillung 
mit wiiBriger Quecksilberchloridlésung schied sich ein farb- 
loser, flockiger Niederschlag ab, der durch Zentrifugieren iso- 
liert wurde. Nach dem Suspendieren in wenig Alkohol wurde 
er durch Einleiten von Schwefelwasserstoff in der Hitze von 
Spuren von Quecksilber befreit, heiB filtriert und auf ein 
kleines Volumen eingeengt. Daraus schied sich eine fast 
farblose, gelatinése Masse ab, welche nach dem Trocknen im 
Vakuum bei 175° schmolz. Die Substanz begann allerdings 
schon etwa 10° tiefer zu erweichen. Beim Vermischen mit 
reinem Kerasin trat keine Schmelzpunktsdepression auf. Zur 





') Vgl. Tab. II u. Ifa der folgenden Mitteilung: ,,Uber den Einflut 
der Formalinfixierung von Organen usw.“ 
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weiteren Reinigung wurde die Substanz einmal in alkoholischer 
Lésung mit Tierkohle behandelt und dann noch zweimal aus 
Alkohol umkrystallisiert. Der Schmelz- bzw. Klirungspunkt 
lag nun bei 180°. Die Substanz zeigt alle schon vorher an- 
gefiihrten qualitativen Reaktionen des Kerasins; besonders her- 
vorgehoben sei, daB bei der Untersuchung mit dem Gipsplitt- 
chen nach Rosenheim ausnahmslos nur Sphirolithe zu beob- 
achten waren, die optisch negativen Charakter aufwiesen, 
womit das gleichzeitige Vorkommen von Cerebron fast sicher 
auszuschlieBen ist. Der endgiiltige Beweis fiir die Identitit 
der aus der Leber isolierten Substanz mit Kerasin wurde 
durch die Ergebnisse der Elementaranalyse und der Bestim- 


mung der optischen Drehung erbracht. 
3,530 mg Substanz gaben 0,150 mg Asche = 4,25°/, Asche; 8,52 mg 
CO,, 3,62 mg H,O. 
C,,H,,0,N + H,O Ber. C 69,14°/, H 11,49°/, 
aschefreie Substanz Gef. ,, 69,55 » 11,98 
Bestimmung der spezifischen Drehung: Pyridin als Lésungsmittel 
(Mikropolarisation): 
d = 0,9751 ec = 2,714 @'5O— — 022° 


p = 2,783 1= 100mm [all =— 8,07°. 


Die gefundenen Werte stimmen in Anbetracht des Um- 
standes, daB nur etwa 50mg Rohkerasin zur Verfiigung 
standen und diese Menge noch mehrmals umkrystallisiert 
werden muBte, wobei ein geringer Aschegehalt nicht entfernt 
werden konnte, befriedigend mit den theoretischen iiberein. 

Die restlichen ?/, der alkoholischen Lésung verwendeten 
wir zur annahernden quantitativen Bestimmung des Kerasins. 
Wir konnten daraus 40 mg Rohkerasin isolieren. Auf den 
gesamten Alkoholabdunstungsriickstand umgerechnet, ergeben 
sich rund 100 mg Kerasin, das sind 13,1°/, des Abdunstungs- 
riickstandes oder 1,43°;, des Lebertrockenpulvers. 

Das alkoholische Filtrat nach der Quecksilberfillung des 
Cerebrosids wurde mittels Schwefelwasserstoff in der Wirme 
von Quecksilber befreit, die saure Lésung mit alkoholischer 
Lauge neutralisiert und im Vakuum eingedampft., Das durch 
mehrmaliges Behandeln mit absolutem Alkohol von anorgani- 
schen Salzen méglichst befreite Produkt enthielt noch 2,34°/, 
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Stickstoff und 0,78°/, Phosphor. Bei der Umrechnung dieses 
Phosphors auf Phosphatid ergibe sich ein Gehalt von 2,25°), 
davon im ‘Trockenpulver.?) 

Zwecks Feststellung, ob nach erschépfender Ather- und 
Alkoholextraktion aus dem Leberpulver noch Lipoide extra- 
hierbar wiiren, wurde dieses durch 28 Stunden mit Chloro- 
form im Soxhlet extrahiert und dabei nach Umldésen in Chloro- 
form ein Abdampfungsriickstand von nur 11,5 mg erhalten, 
der 0,7°/, Phosphor und 1,43°/, Stickstoff enthielt. 

Ein weiteres 20stiindiges Extrahieren des Leberpulvers 
mit Benzol ergab einen gereinigten Abdunstungsriickstand 
von 15,5 mg, in welchem 0,53°/, P und 0,58°/, N nach- 
gewlesen wurden. 

Zusammenfassend méchten wir betonen, daB der frag- 
liche Fall von lipoidzelliger Spleno-hepato-megalie auf Grund 
der chemischen Untersuchung der Milz und Leber in bezug 
auf ihren Lipoidgehalt zum '’ypus Gaucher gerechnet werden 
muB, da wir einerseits nachweisen konnten, daB das Cerebrosid 
Kerasin reichlich gespeichert ist, anderseits fiir eine Phos- 
phatidspeicherung, wie sie fiir den Typus Nieman-Pick 
charakteristisch wire, keine Anhaltspunkte fanden; denn wir 
miissen nochmals hervorheben, daB einzig und allein aus dem 
Phosphorgehalt von ungereinigten Extrakten, die mit organi- 
schen Lisungsmitteln bereitet wurden, sich kein Einblick in 
den Phosphatidgehalt eines Organes mit volliger Sicherheit 
gewinnen liBt. Wir haben aber hier wieder ein schénes Bei- 
spiel dafiir, daB die auf Grund der morphologischen Unter- 
suchung nicht sicher zu treffende Diagnose mit Hilfe der 
chemischen Analyse der Organe entschieden werden kann.?) 


1) Vel. Tab. III der folgenden Mitteilung: ,,Uber den Einflu8 der 


Formalinfixierung . . .“‘ 


®) Wiihrend der Korrektur erschien die ausfihrliche Mitteilung von 
H. Hamperl: ,,Uber die pathologisch-anatomischen Verinderungen bei 
Morbus Gaucher im Siiuglinglsalter“, worin auch die wenigen chemischen 
Befunde enthalten sind, die im Anschlu8B an die Obduktion an 8,2 g der 
frischen Milz dieses Falles erhoben worden sind. [Virchow’s Arch. 
Bd. 271, S. 147 (1929)}. 









